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序章
将来、精子や卵子になる生殖細胞や、組織のもとになる幹細胞に関する研究は、生命
現象を理解する上で室主要であるばかりでなく、様々な疾患の原因解明や治療法の開発に
つながる。本章では、生殖細胞の成熟の場である生殖腺の形成機嫌、生殖細胞の成熟機
、構、 ES細胞やiPS細胞などの多能性幹細胞や癌幹細胞の性質について、さらに、細胞
の機能解析を行う上で有用なツールとなるモノクローナル抗体について概説する。最後
に本研究の目的と概要を述べる。
性分化
個体の性は、 3つのステップを経て決定される CFigure1)。一つ自は受精時に精子、
卵子が持つ性染色体に依存する。ほ乳類では、 XY型が雄になり、 xx型が雌になる。
二つ目のステップは生殖線の性分化である。生殖腺とは将来、精巣または卵巣になる器
官である。生殖腺は中間中医薬から発生するが、この領域は性染色体の組み合わせに関
わらず、精巣または卵巣どちらにも分化する能力を持っている。しかし通常は、性染色
体の組み合わせに従って、雄では生殖腺が精巣に、雌では卵巣に分化する。さらに、こ
れらの雌雄の生殖腺から性ステロイドホルモンが産生され、生殖腺以外の組織の性分化
ならびに性成熟が完結する。これが性分化の最終ステップとなる。生殖腺で産生された
性ホルモンは血管を通じて様々な組織へと運ばれ、ホルモン受容体に結合し、標的遺伝
子の転写調節を行う。例えば、付属生殖器や脳の性差はホルモンとホルモン受容体によ
って形成され、成熟した精巣や卵巣では性ステロイドホルモンの制御のもと、生殖細胞
が精子や卵子に成熟する。
• 
①遺伝的性
性染色体の組み合わせ
ほ乳類XY:;雄ニワトリ ZW:雌
XX:雌 z:雄
③各組織の性分化 ・性成熟
筋肉、骨、脂肪、脳→性行動
Figure 1 動物の3段階の性決定
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マウスにおける生殖腺の発生と性分化
脊椎動物の生殖腺は中間中廃業と側板中座業に由来し、腎臓や副腎皮質と起源を同じ
にする。マウスの場合、形態的に生殖腺の原基が認められるのは胎生 10.5日目(EI0.5)
前後であり、中間中妊薬より形成された中腎の腹腔に面した領域に形成される (Figure
2)。生殖腺はこの領域の上皮細胞が増殖し、肥厚することによって形成される。またこ
、の時期に上皮細胞の生殖腺間充織への移動が重要であることが知られている。この移動
には癌の浸潤と同様のシステムである上皮・開業移行 (EMT:epithelial-mesenchymal 
transition)が起こっていることが予想されるが、この上皮細胞の移動についての詳し
い分子メカニズムはわかっていない。この時期の生殖腺原基は泌尿生殖隆起と呼ばれる。
生殖腺予定領域から大動脈にかけて、性腺の原基と高IJ腎皮質の原基が 1つの細胞集団を
形成しているω。発生が進み、生殖隆起と呼ばれる頃、すなわちEl1.5---12.5になると
中腎との境界が鮮明になり、性腺原基と高IJ腎原基も分離している。
これまでに生殖腺の発生や性分化に関わる因子が同定されており、転写因子を中心に
研究が進められている。w1・1，Ad4BP/SF-1， EMX2， LHX9 (2-4)のように、遺伝子欠損マウス
において生殖腺が消失するものもあり、 DAX-1，M3J<勾，ARX6)のように欠損マウスでは生
殖腺の性を乱すものもある。一方、 SOX9(7)や DAX・1(8)を強制発現させると、マウスの
性転換を起こすことができる。
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泌尿生殖隆起
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Fi..時1 EIO.5マウス泌尿生殖器
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E12.5前後まで、生殖腺は精巣または卵巣のどちらにも分化できる (Figure3)。性
分化するまでの生殖腺は未分化生殖腺と呼ばれ、雌雄の間で形態的な差は認められない。
これまで性決定の研究は転写因子を中心に進められているが、その理由は Y染色体
上にコードされる Sryという転写因子が雄決定因子として発見されたことによる。雌雄
、差はEI0.5に雄の生殖腺でSryタンパク質が発現することで初めて生じる(Figure4)。
これにより、維の生殖腺は雄化を開始する。 Sry の発現は EI0.5~12.5 の聞に限られる
が、 Sryの転写因子としての働きにより、雄化に必要な特定の遺伝子の発現が誘導され
る。この48時間で雄の生殖腺では精巣索ができはじめ、急激に精巣に発達する (Figure
5)。一方、雌の生殖腺ではE18.5頃まで形態的な変化はあまりないが、 Sryが発現しな
かったことにより、 雌化に関わる(雄化とは異なる)遺伝子の発現が見られるω。
生殖隆起の構造においては、雄性生殖隆起内部は短軸方向に数本の環状構造が確認で
きる。ニれは精巣索と呼ばれ、精巣索の内部には始原生殖細胞 (PGC:the primordial 
germ cel)が集まっており、それらを将来セルトリ細胞になる体細胞が取り囲んでい
る。精巣索の外側の関質細胞からは、ライディッヒ細胞が分化するが、性ホルモンの一
つテス トステロンはこの細胞で作られる。セルトリ細胞は Sry陽性細胞として EI0.5
目前後から前駆細胞が確認される。この前駆細胞がどの細胞由来であるかはまだよくわ
かっていない。また、胎児期のライディッヒ細胞はE12.5日頃から、 3s-HSD陽性細胞
として出現し始めるが、 E12.5以前の前駆細胞はいまだ不明である。
一方、この時期の雌性生殖隆起には多数の斑点状の構造が認められる。以降、精巣は
全体に丸みを帯び次第に大きくなる。また、卵巣は胎仔期にはその大きさに顕著な変化
を示さないが、出生前になると卵母細胞が将来の頼粒層細胞に取り囲まれ、 卵胞の形成
を開始しているように見える。ついで、生後 1 週齢~3 週齢にかけて卵胞の周囲には卵
胞膜細胞が発達する。卵巣におけるステロイドホルモンの産生は二段階で進むことが知
られているが、卵胞膜細胞でテストステロンが、そしてこれを基質に頼粒層細胞でエス
トロゲンが産生される。
このように、転写因子などのタンパク質が細胞特異的に発現することが生殖腺の形成
に重要であることは報告されているが、その分子メカニズムはまだ不明な点も多いのが
現状である。
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生殖細胞の発生と成熟
8ft審j期から着床直後のマウス座は、すべての体細胞および生殖細胞に分化する多能性
幹細胞の集団と、歴体外組織に分化する細胞集団からなる。多能性幹細胞集団は、着床
前の~盤胞では内部細胞塊として存在し、着床後はエピプラスト(原始外脹葉)に発達
する。内部細胞塊やエピプラストのそれぞれの細胞は、多能性を保持していると考えら
弘、 E6.5日頃から始まる原腸陥入とともに内廃棄、中妊薬、外膝業に分化する。また
ほぽ同じ時期に始原生殖細胞の分化も起こり、原腸陥入開始から約 1日経った E7.25
日匪になると、アルカリフォスファターゼ(1ωなど特異的な遺伝子産物を発現する細胞集
団として、分化決定を受けた始原生殖細胞が、怪の後端部分の怪体外中医薬の内部に現
れる(Figure6)。
始原生殖細胞の分化過程では、ゲノム刷り込み遺伝子の脱メチル化が起こる。この脱メ
チル化は隆内を移動してきた始原生殖細胞が生殖隆起に入った後に急激に進行するが、そ
の移動期から一部の脱メチル化がすでに始まっている。ひとたび分化した生殖細胞も、そ
のままで個体をっくり出す能力を持っているわけではなく、分化過程で体細胞では起こら
ないようなゲノムのエピジェネティック(後天的修飾)な変化、減数分裂、母性因子の蓄
積等を経た後に、初めて個体発生能を獲得するに至る。細胞核の再プログラム化すなわち
ゲノムと染色体のエピジェネティクスの正確な制御が不可欠であることが最近明らか
になった。
始原生殖細胞は E9.5から EII.5にかけて腸間膜を通過し、発生過程の生殖隆起に到
達する。到達した先の生殖腺が精巣または卵巣に分化すると同時に、生殖細胞も精子も
しくは卵子に分化し、配偶子として成熟する。
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ES細胞とiPS細胞
ES細胞は 1981年にマウス匪盤胞期の受精卵から樹立された。体を構成する様々な
細胞に分化する、分化多能性を有し、正常な核型を維持したまま半永久的に増殖する能
力を持つ細胞であると定義される(11，12)0ES細胞は、遺伝子改変マウス作製など多くの
研究に利用されている。 1998年には、ヒト ES細胞が樹立され、再生医療関連の研究
F に大きな貢献をもたらした{ω。ヒト ES細胞がマウス ES細胞とは異なる点として、形
状の違いや培養法の違いなどがある。
ヒトES細胞を再生医療で用いるために超えなければいけないハードルとして倫理的
問題がある。ヒト ES細胞を樹立させるためには、将来個体になりうる、ヒトの受精卵
を破壊しなければならない。また、移植後の拒絶反応が起こることも問題となる。この
ような問題点を回避するために、同一個体から ES細胞のような分化多能性と無限増殖
能を持つ細胞の樹立が試みられた。
近年開発されたクロマチン免疫沈降法 (ChIPassay)や次世代シークエンサーなど
の技術を駆使して、ゲノムワイドなES細胞の多分化能性分子の探索が行われた。そし
て、 ES細胞や生殖細胞と-いった多能性細胞で特異的に発現する遺伝子が同定された
(14ω。これらの遺伝子の解析により、 ES細胞の分化多能性および高い増殖能は、 ES
細胞特異的遺伝子 (Oc砂匂r， 8ox2， 均 'nog， Dppa~ 8a114) と癌関連遺伝子(先/1，K1f4， 
β-catenin， c-.幼匂8tat3など)によって制御されると考えられた。これら因子を組み合
わせて細胞に導入したところ、 Oct3/4，Sox2， Klf4およびc-Mycを強制発現させた細胞
に分化多能性を誘導させることができた(1ω。この細胞を人工多能性幹細胞(iPS細胞:
induωd pluripotent stem ce118)、これらの4つの因子を iPS細胞を開発した京都大
学 ・山中教授にちなみ山中ファクターと呼ぶ。
患者の細胞から iPS細胞を樹立し分化させ、再生医療に利用することが現実味を帯び
てきたが、iPS細胞を治療に用いるにはまだまだ問題点も残されている。ES細胞と同
様に、マウスとヒトではiPS細胞を樹立する培養方法などが異なったり、増殖や形態な
ど性質の異なる部分も存在する。この原因には樹立過程の分子機構が明らかとなってい
ないことが背景にある。また、山中ファクターには K1f4， c均 TCといった癌関連遺伝子
が含まれており、実際にこれらの iPS細胞を用いて作製したキメラマウスには約 20%
の確率で腫揚が発生する。
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組織幹細胞と癌幹細胞
癌幹細胞の存在は数十年以上前から示唆されていた。最近、組織幹細胞特異的なマー
カーを用いることにより、癌組織を構成する中のわずか数%の細胞が、高い自己複製能
と分化能を有し、癌形成の要となる癌幹細胞としての性質を持つことが示された刷。
癌幹細胞仮説 (Figure7)によると、自己複製能や分化能は正常組織幹細胞にも見ら
hるため、癌幹細胞は正常組織幹細胞が変異を起こした細胞または組織前駆細胞が何ら
かの変異により脱分化して幹細胞の性質を獲得した細胞であると考えられている。
いくつかの知見から、癌幹細胞が癌組織形成の供給源であるとされ、癌組織内で癌幹
細胞に対し薬剤を効率よくターゲットさせる手法の開発や癌細胞を標的とした新しい
治療法の開発が期待されている。癌幹細胞の特徴として、①組織幹細胞特異的因子の発
現、②組織幹細胞の維持に関わる分子機構を持つこと(①②正常組織幹細胞と共通の特
徴)、③形質転換を起こす遺伝子変異、④遺伝子発現変化(③④癌組織細胞と共通の特
徴)が挙げられる。癌幹細胞が中心的な役割を果たす癌組織において、癌幹細胞特異的
分子は癌治療の標的として有用である。しかし、癌幹細胞は抗癌剤や放射線療法に抵抗
性を持ち、起源細胞の違いや遺伝子変異により性質が異なると考えられているので、従
来の治療では癌の完全な根治は難しい包1，22)。また、放射線治療や薬剤での根治ではな
く、癌幹細胞を自己複製能を持たない癌細胞に分化させる治療も考えられている。
新しい治療法を開発するためには癌幹細胞の由来と遺伝子変異の同定が課題となる。
またいくつかの組織において癌幹細胞の存在が確認されたが、癌組織中のごくわずかな
癌幹細胞を分離し解析するためには、新たな癌幹細胞マーカーの発見と分離方法の開発
が不可欠である。さらに、正常組織幹細胞の形質維持にも働く分子の場合には癌幹細胞
治療の真の標的にはなりにくい。癌幹細胞を標的とした治療のように新たな治療法を開
発する場合、その細胞の特性を詳しく理解する必要がある。
.‘ 
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モノクロ一ナノレ抗体の特性と抗体医薬
1975年KohlerとM立steinによりモノクロ一ナノレ抗体の作製技術ωが確立されて以
来、基礎研究や診断薬に利用されてきた。抗体は、軽鎖(L鎖)・重鎖倒鎖)の2つのポ
リペプチド鎖が2本ずつの Y字型4本鎖構造を基本構造とし、特定の分子に結合する
という特性を持つ(Figure8)。
F 基礎研究分野では、組織などの複雑な発生メカニズムを解明するために、モノクロ一
ナノレ抗体が利用される。組織を構成する細胞特異的に発現する分子や細胞問のシグナル
伝達を担う因子に対するモノクロ一ナノレ抗体があれば、免疫組織染色などの手法で特定
の分子の時空間的な発現を詳細に解析することができる。
医療の分野では、モノクローナル抗体を用いた診断薬が、数多く用いられている。外
科手術により摘出した組織の診断や尿や血液検査での初期診断がモノクローナル抗体
により可能となっている。診断だけではなく、治療薬としてモノクロ一ナノレ抗体を用い
るといラアイデアが古くからあった。例えば1980年代に、癌特異的なモノクローナル
抗体に毒素や放射性物質を結合させ、癌細胞に取り込ませて癌を縮小させる試みがなさ
れた。これは、モノクローナノレ抗体の特性を活かした有用な治療法のように思えたが、
治療用モノクローナル抗体はヒト以外の動物で作製されるため、ヒトの体内では異物と
見なされ排除されたり、複数回の投与でアナフィラキシーショックを起こしてしまうな
ど、期待通りにはいかなかった。しかし、近年の遺伝子組換え技術の進歩により、抗体
の抗原認識部位だけを残し、その他の部分をヒト化する、いわゆる抗体のキメラ化によ
ってこれらの問題を回避できるようになった凶。これにより、現在では多数のモノクロ
ーナル抗体が治療薬として用いられ、種々の疾患の治療に役立っている。
、
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Figure 8 抗体分子の構造
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本研究の目的
これまで述べてきたように、発生生物学の分野だけでなく、再生医療や癌など様々な
研究分野で幹細胞に関する研究が活発に行われている。幹細胞システムの解明は、生命
現象の理解に役立つだけでなく、細胞性疾患の原因解明や治療法の開発につながる。し
かし、分化能維持機構など、幹細胞の機能については不明な点が数多く残されているo
J 複雑な細胞機能メカニズムを解き明かすためには、個々の細胞特異的に発現する分子
の探索が重要な鍵を握る。これらの解析のため、各生体分子に特異的に結合するモノク
ローナル抗体を利用することは、その生体分子の時空間的な発現を追跡できるなど、多
くの利点がある。さらにモノクローナル抗体は細胞性疾患の臨床検査や抗体医療に応用
することが可能である。
そこで本論文では、生殖細胞や多能性幹細胞などの幹細胞研究に貢献し、将来的には
細胞性疾患の治療に役立つツーノレを開発することを目的として、生殖細胞が成熟する場
である生殖腺をターゲットにモノクロ一ナノレ抗体を作製した。そして、生殖細胞、神経
幹細胞、多能性幹細胞、癌細胞など各種細胞を用いて抗体の性状解析を行った。
筆よ主
精巣もしくは卵巣への生殖腺の性分化や、生殖腺から分泌される性ステロイドホルモ
ンによる他の組織の性分化 ・成熟は、個体にとって非常に重要なイベントである。生殖
腺の発生メカニズムの解明は生命現象を理解する上で、非常に重要で、あり、またそのメカ
ニズムが明らかになることで不妊症など生殖関連疾患の病因解明や治療法開発につな
がることが期待できる。しかし生殖腺の生殖腺運命決定因子Ad4BP/SF・1が、どのよう
に発現誘導され、生殖腺を構成する各細胞の分化に関わるかは不明な点が多い。そこで
本章では生殖腺発生の分子メカニズムを解析するためのツールの開発を目的として、生
殖線運命決定因子Ad4BP/SF・1，こ対するモノクローナル抗体の作製を試みた。その結果、
l Ad4BPSF-1を特異的に認識するモノクローナル抗体を複数樹立することに成功した。
そして、抗体の性状解析を行い、これら抗体がウエスタンブロッティングおよび免疫染
色に利用できる優れた解析ツールであることを示した。
室主主
これまで生殖線発生の研究は、主に性決定や性分化を制御する転写因子の機能や遺伝
子の発現調節機構に焦点を当てて行われてきた。しかし、これらの解析だけでは発生メ
カニズムの全容の解明に十分であるとは言えない。例えば、生殖腺初期にE重要な EMT
の分子メカニズムを明らかにするためには、上皮細胞の極性や移動に関与する因子の探
索 ・同定を行うことが必要である。また、生殖腺は様々な細胞より構成されているが、
複雑な生殖腺形成メカニズムを解明するためには、それぞれの細胞特異的に発現する分
子や細胞掲のシグナル伝達を担う因子などの探索が重要であることは明らかである。組
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織抽出液などを抗原に未知の因子に対するモノクローナル抗体を作製する方法は、
“MAb shotgun approach (モノクローナル抗体ショットガンアプローチ)"と呼ばれ、こ
の方法を用いてカドへリンやイムノグロプリンスーパーファミリーなどの重要な因子
が同定された。そこで第2章では、生殖腺の発生に関わる因子の探索のために、生殖腺
組織を抗原としてモノクロ一ナノレ抗体ショットガンアプローチを試みた。その結果、始
原生殖細胞を認識するモノクロ一ナノレ抗体を複数樹立した。そして免疫組織染色におい
て生殖細胞を最も強く認識した一つについて性状解析を行った。
室主主
前章で生殖腺を抗原として樹立したモノクローナル抗体の一つ MAb5B5は、生殖細
胞のみならず、神経幹細胞も認識することから、幹細胞に共通して発現する抗原を認識
していることが推測された。これまで、述べてきたように、幹細胞の性質の理解やその特
異的なマ二一カーの樹立は、再生医療研究や癌治療の開発に大きく貢献する。そこで第3
章では、 MAb5B5が幹細胞研究を進める上で有用なツールとなりうるか調べるため、
MAb 5B5抗原を発現する細胞の探索ならびに MAb5B5陽性細胞の性状解析を行った。
その結果、 MAb585抗原が多能性幹細胞など多様な幹細胞に発現していることを明ら
かにし、 MAb5B5が再生医療や癌など各研究分野に貢献できる優れたツーノレであるこ
とを示した。
最後に、本研究で得られた研究成果について総括した。
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第 1章
生殖腺運命決定因子Ad4BP/SF-lに
対するラットモノクローナル抗体の作製と
性状解析
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1・1 緒言
Ad4BP/SF・I(Ad4b泊dingproteinlsteroidogenic factor-l， 0節ciallydesignated NR5A 1 X別名
乱が1)または FTZ-Fl(2うは生殖や内分泌制御に重要な役割を果たす核内受容体であり、
内分泌組織の発生に必須の因子である(3，4}0Ad4BP/SF-l遺伝子を欠損させたマウスでは
壬殖腺と副腎皮質が形成されない(5)0Ad4BP/SF-lは卵巣と精巣を構成する細胞の生存
とメンテナンスを制御しており、また、視床下部腹内側(v恥凹:the ven甘omedia1nucleus of 
由ebypo白alamus)、脳下垂体性腺刺激ホルモン分泌細胞(判的や勝臓(1りにも発現、機能してい
る。つまり Ad4BP/SF-l は視床下部・下垂体・副腎皮質軸(H・P-A軸: the 
hypo也aJamic-piω託ary-gonadalaxis)の機能において必須の中心的な制御因子であると言
える。
Ad4BP/SF-lのリガンド結合ドメイン(LBD:the ligand binding domain)の結品構造解析
により、グン脂質がAd4BP/SF・1のリガンドとなることが明らかとなった(12，13)。さらに、
Ad4BP/SF・1がリン酸化(14，1勾、 SUMO化 (16，1)、アセチノレ化(18-20)などを受けることが報
告され、これら修飾が転写制御に関わることが示された。また、 Ad4BP/SF-lは様々な
共役因子や転写因子と相互作用することも判明している。これまでに、内分泌組織にお
いてAd4BP/SF-lの標的遺伝子がいくつか同定されている(21，2)。
マウスにおいて、生殖隆起は胎生 9.5日目(E9.5)頃に腹腔に面した一層の体腔上皮細
胞が繕殖の後に生殖隆起内部に陥入することにより発生する(序章 Figure2)。形態的に
はEI0.5頃にはじめて確認される。Ell.5からE12.5にかけて、生殖隆起内の高Ij腎.生殖
腺原基は2つ細胞集団に分かれる(序章 Figure3)0 1つの集団は副腎皮質になり、もう
一方は生殖腺になる。これ以降、生殖腺では雌雄で異なった構造的な性分化が起こる。
ほとんどの日甫乳類の縫維の性はSηによって決定される(23・25)(序章 Fi思re4)0 S.η遺伝子
はY染色体上に存在し、雄のみに発現する。この時期、雄ではSryの働きにより、精巣
化が開始される。精巣化ではセルトリ細胞が生殖細胞の周りに局在し、生殖細胞をその
中に集める。ライディッヒ細胞はE12.5から精巣に現れる。セルトリ細胞、ライデイ ツ
ヒ細胞とも、機能的に生殖細胞を支える細胞である(序章 Figure5)0 E12.5の生殖腺にお
いて、 Ad4BP/SF・1は雄ではセルトリ細胞とライディッヒ細胞に、雌では溜胞細胞、卵
胞膜細胞、黄体ホルモン産生細胞や間質細胞刺激ホルモン産生細胞に発現している(4，6)。
生殖は生物の緩幹をなす機能であり、その生殖組織の発生メカニズムの解明は生物の
しくみを理解する上で非常に重要である。またそのメカニズムが明らかになることで不
妊症など生殖関連疾患の病因解明や治療法開発につながることが期待できる。生殖腺の
発生では上に述べたAd4BP/SF骨1が運命決定因子であるが、この分子がどのように発現
誘導され、各細胞の分化を導くかは不明な点が多い。 Ad4BP/SF申1作用機構を分子レベ
ルで明らかにするためには、Ad4BP/SF・1を特異的に艶織するツールが必要不可欠であ
る@
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そこで本章では Ad4BP/SF・1に対するモノクローナル抗体(MAbs:monoclonal 
anti加dies)の作製と性状解析を行った。作製したモノクロ一ナノレ抗体はウエスタンプロ
ッティング、免疫細胞染色や免疫組織染色など様々な研究手法に使用できる優れた性質
を持つことを示した。
細胞の培養
Y-l細胞(マウス副腎皮質由来)と HEK293T(ヒト腎臓由来)を培地DMEM(5%FBS: fetal 
bovine serum)を用い、 370C、5%C02で培養した。
. 17・
リコンビテントタンパク質の産生と精製
Hおタグ付きAd4BP/SF・1発現用プラスミドは、クローニングしたマウスAd4BP/SF-l
(5-462 amino acid) cDNAをpET28a(Novagen)に挿入して構築し、大腸菌BL21(DE3)に導
入した。路島Ad4BP/SF・1産生のために、大腸菌BL21(DE3)を培養、 1mMIPTGで発現誘
導し、 30'Cで3時間培養した。大腸菌培養液をえOOOxgで10分間遠心後、大腸菌ベレツ
トを20mM Tris-HCI (pH 8.0)， 150 mM NaCl， 10% glyceroJで懸濁し、超音波処理を行った。
溶解物を4tで16，000x gで10分間遠心した。His-Ad4BP/SF-lを封入体(inclusionbody)か
ら再生するために、遠心後のベレットをGbuffer [6 M guanidinかHCl，20 mM Tris圃HCl
(pH8.0)， 450 mM KC~ 10% glycerol， 5mM MgCh， 0.1 % Tween 20]を用い、再度超音波処理
した。40Cで30分間超遠心(120，000x g)した後、上清にProbondnickel-chelating resin 
Qnv耐ogen)を加え、 10mM imid3701e存在下、室温で1時間携枠した。Hお-Ad4BP/SF-lをG
buft釘に200mM imidazoleを加えたバッファーで溶出した。1M ureaを加えたPBSで段階
的に透析を行い、伊泊nidineを取り除いた。
材料と方法
ラットへの免疫とモノクローナル抗体の作製
抗Ad4BP/SF-lラットモノクロ一ナノレ抗体作製は重弁医学研究所の佐渡らにより開発
されたラット腸骨りンパ節法(26)を一部改良して行った。メス 10週齢ラット
WKY/Izm(SLC)を用い、 125時 His孔d4BP/SF-l リコンビナントタンパク質および
Pl'OUIUfsコンプリートアジュパンドを含んだエマルジョン溶液500μiを後足の肉球に皮
内注射した。2週間後、免疫したラットの腸骨リンパ節からリンパ球を単離し、マウス
ミエローマ細胞SP2細胞と 5:1の比率で50%polyethyleneglycol溶液σEG4000，Merck)を
用い細胞融合を行った。このようにして得られた融合細胞(ハイブリドーマ)を HAT選択
策勉[Hybridot砂 SFM(1nvitrogen)， 5% FBS， 5% BM-condimed Hl (Roche)， 100 JJM 
防p侃却治加e，OAμMam加叩岡tn，16μM出ymid加e]で96穴プレートに播種した。細胞融
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合後 10日目にハイプリドーマの培養上清を用い、 His-Ad4BP/SF・1リコンビナントタン
パク質を抗原としたELISA法 (enzyme-linkedimmunoadsorbent assay)により抗体の評
価を行った。
ELISA 
，負かAd4BP/SF・1リコンビナントタンパク質を 10μglmlとなるように、 TBS-T[20 mM 
Tris-HCl (pH 7.5)， 150 mM NaCl， 0.05% Tween 20]で希釈し、 96-Well nunc-immunopla総S
(nunc)に4tで一晩静置し結合させた。抗体の非特異的な反応を防ぐために、プレート
にTBS-Tで希釈した 1% bovine serum albumin(BSA)を加え、ブロッキング、を行った。ハ
イブリドーマ上清を添み日し室温で 1時間静置し、 TBS-Tで3回洗浄した。次にアノレカ
リホスファターゼ結合抗ラット IgG抗体(Sigma)を 10000分の l希釈して添加し、室温
で30分間静置した。 TBS-Tで3回洗浄後、 pNPPphosphatase substrate system (KPL)を用
いて発色を確認した。
ウエスタンプロッティング
Y-l細胞抽出液、全長 Ad4BP/SF-lまたは Ad4BP欠失変異体を一過的に発現させた
HEK293T細胞の抽出液もしくは精製リコンビナントタンパク質を 10% SDS-PAGEで泳
動分離し、メンブレンImmobilon-Ppolyvinylidene fluorideσVDF， Millipore)に転写した。
メンプレンを 3%スキムミルク含有TBS-Tで40C一晩ブロ ッキング処理をした。次に抗
Ad4BPラットモノクローナル抗体を含んだハイブリドーマ培養上清を室温で1時間反
応させた。洗浄後、アルカリフォスファターゼ結合抗ラット IgG抗体(Sigma)を二次抗
体として 5000分の l希釈しメンブレンに添加し、室温30分間反応させた。洗浄後、メ
ンブレンに基質である ni甘obluete仕azolium(NBnと bromo・chloro-indolylphosphaもe
(BCIP)を加え発色させた。
Y:'1細胞の免疫細胞染色
Y-l細胞をマルチスライドガラス(MPBiomedicals)上に DMEM (5% FBS)培地を用
い播種した。 細胞を 3.7%~ωma1debyde 含有 PBS で室温 15 分間処理して周定した後、細
胞の透過性を上げるため 0.5%Triton X・100含有PBSで5分間、細胞を処理した。 この
後、プロッキング液σ'BS中に50mM glycine， 1 % BSA， 2% normal goat serumを加えたも
の)を添加し、室温30分間静置した。次に抗Ad4BP/SF-lモノクローナル抗体を反応さ
せた後、 Alexa4SS標識抗ラット IgG抗体(Molωul釘 Probes，500倍希釈)で標識した。標
本はIX・71fluol'e節制聞はωG句e(Oゆnpus)を用いて観察した。
.‘ ， 
a 
、.
• 
• li&・
• 
、
マウス生殖腺切片を用いた免疫組織染色
E12.5マウス胎仔から取り出した生殖腺を4%parafonnaldehyde σFA)を含んだPBS中
で4t15分間固定した。固定後、標本を4t、20%sucroseを含んだPBSで置換し、 OCT
∞mpoundで包埋、凍結切片を作製した。PBSTx(0.1 % Triton X-IOOを含むPBS)で洗浄後、
切片を 2% スキムミルク含有PBSTxで室温1時間浸演しブロッキングした。次に一次
抗体を 4tで一晩反応させた。一次抗体には抗 Ad4BP/SF-lラットモノクローナル抗体
(MAb lBl) と抗Ad4BP/SF・1ラビットポリクローナル抗体を用いた低27)。PBSTxで洗
浄後、二次抗体と してAl飢a546標識抗ラットIgG抗体(MolecularProbes， 500倍希釈)と
Alexa持8標識抗ラビットIgG抗体(MolecuJarProbes， 500倍希釈)を室温2時間反応させ
た。標本はIX-71fluorescent microscope (Olympus)を用いて観察した。
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1・3 結果
1ふ 1 抗 Ad4BP/SF-lラットモノクローナル抗体 (MAb)の作製
Ad4BP/SF-lの機能解析のためのツールとして、 Ad4BP/SF・1に対するモノクローナル
抗体をラット腸骨リンパ節法を用いて作製した。抗原として用いるリコンビナント
Ad4BPISF・1タンパク質を大腸菌に産生させ精製し、ラット両後足肉球に一回免疫した。
2週間後、ラ ットより肥大した腸骨リ ンパ節を取り出し、リンパ球を回収した。そして
リンパ球とマウスミエローマ細胞SP2細胞を融合させた。一定期間培養後、融合細胞(ハ
イブリドーマ)がリコンビナント Ad4BP/SF・1に対する抗体を産生しているかを確認す
るために ELISA法を行った。 ELISA法で、陽性であった30クローンのハイブリドーマ培
養上清について、 Y-l細胞抽出液を用いてウエスタンプロ ッティング、を行った。Y-l細
胞はマウス面IJ腎皮質由来で Ad4BP/SF-lが恒常的に発現している細胞である。Figure
l・lAに示すように、 MAblBl、7D5、8G2と名付けた3つのク ローンがウエスタンプロ
ッティングでも強いシグナルを示し、以降の実験にはこれらのクローンを用いた。それ
ぞれの抗体のクラス決定をラット isotypingkitを用いて行ったところ、3クローン共に
IgG2a (吋であった。次にMAblBlと抗Ad4BP/SF-lラビ、ットポリクローナル抗体との
比較を行った (Figure1・lB)。リ コンビナン トFlag-Ad4BP/SF-lタンパク質 (lng)と
Y-l細胞全抽出液 (30μg) を用いてウエスタンプロ ッティングを行ったところ、同抗
体が検出したバン ドはほぼ閉じ分子量であった。さらに、作製した各モノクローナル抗
体を用いてY・1細胞の免疫細胞染色を行った。 Y-l細胞はホルムアルデドで固定後、浸
亀 透性を高めるために Tri伽 X・1ω で処理した。プロッキング後、 Ad4BP/SF-lに対する
句f
それぞれのモノクローナル抗体を反応させ、さらに Alexa488標識二次抗体を反応させ
可視化した。その結果、内在性Ad4BP/SF・1がY-l細胞核内に局在していることが示さ
れたの伊右 1・lC)oまた、 Ad4BP/SF-lが発現していないHeLa細胞、 Mα7細胞、およ
びNlH3T3細胞ではシグナルは検出できなかった(datanot sbown)。以上の結果より、こ
れらの各モノクローナル抗体は内在性Ad4BP/SF-lを特異的に認識できることがわかっ
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Figurel・1抗 Ad4BP/SF-lモノクロ一ナノレ抗体の特異性
(A)Y-l細胞全抽出液を用いた抗Ad4BP/SF・1各モノクロ一ナノレ抗体のウエスタンプロッテ
イング。分子量マーカー(kDa)を図の左側に示した。①MAb1B1、②7D5、③8020 (B)MAb 
181 と抗 Ad4BP/SF-l ラピットポリクローナル抗体と の比較。 リコンビナント
Flag-Ad4BP/SF-lタンパク質(lng)とY-l細胞全抽出液 (Y1WCE，30μg)を用い、両抗体
でウエスタンプロッティングを行ったo (C)各抗 Ad4BP/SF-1モノクローナノレ抗体を用いた
下1細胞の間接蛍光染色。Y-l細胞を3種類のモノクローナル抗体でそれぞれ免疫染色した。
各モノクロ一ナノレ抗体は Alexa488標識抗ラットIgGで可視化した。さらにヘキスト染色。iSlヲで核DNAを可視化した。
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エピトープマッピング
Ad4BP/SF・1は保存された ancフィンガー領域を含んだ DNA結合ドメインとリガン
ド/二量体化ドメインを持つσigm1・2A)oAd4BP/SF-lのN末端領域に Znフィンガー
DNA結合 ドメインゆisD)が、また、他の多くの核内受容体スーパーファ ミリーと向様
に C 末端領域にリガンド結合ドメイ ン(LBD)が存在する。作製した 3種類の抗
JU4BP/SF-1モノクローナル抗体が認識する領域を決定するために、 N末端に EGFPを
融合させた全長 Ad4BP/SF・1および欠失変異体発現ベクターを構築したσigm1・2A)。
そして各変異体をHEK293T細胞に発現させ、 2%SDS含有PBSで細胞を溶解した。こ
の抽出液を 1併もポリアクリルアミドゲルで泳動分離して PVDFメンブレンに転写し、そ
れぞれのモノクローナル抗体を用いてウエスタンブロ ッティングを行った。Figure1・2B
に示すように、 MAb1B1と8G2は 2つの欠失変異体(1-454および 129・263)を認識した
が、 NまたはC末端領域を含んだ他の欠失変異体は認識しなかった。 MAb7D5は 3つ
の欠失変異体(1-454，ト129および5・129)を認識した。これらの結果をまとめると、MAb
1B1と8G2はヒンジ領域の一部と LBDを含んだa.a.129・259領域、一方MAb7D5はヒ
ンジ領域の一部を含んだa.a.78-129領域を認識していること、すなわちその領域がエピ
トープであることがわかった(Figure1-2C)。
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エピトープマッピング
Ad4BP/SF・1は保存された zincフィンガー領域を含んだ DNA結合ドメインとリガン
ド/二量体化ドメインを持つ(Figure1・2A)oAd4BP/SF・1のN末端領域に Znフィンガー
DNA結合ドメインゆBD)が、また、 他の多くの核内受容体スーパーファミリーと同様
に C 末端領域にリガンド結合ドメイン(LBD)が存在する。作製 した 3種類の抗
Jid48P/SF-1モノクローナル抗体が認識する領域を決定するために、N末端に EGFPを
融合させた全長 Ad4BP/SF-lおよび欠失変異体発現ベクターを構築したσigure1-2A)。
そして各変異体をHEK293T細胞に発現させ、 2%SDS含有PBSで細胞を溶解した。こ
の抽出液を 10%ポリアクリルアミドゲルで泳動分離して PVDFメンブレンに転写し、そ
れぞれのモノクローナル抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った。 Figure1-2B 
に示すように、 MAblBlと8G2は 2つの欠失変異体(1-454および 129・263)を認識した
が、 NまたはC末端領域を含んだ他の欠失変異体は認識しなかった。 MAb7D5は
の欠失変異体(1-454，ト129および5・129)を認識した。これらの結果をまとめると、 MAb
lBlと8G2はヒンジ領域の一部と LBDを含んだa.a.129・259領域、一方MAb7D5はヒ
ンジ領域の一部を含んだa.a.78-129領域を認識していること、すなわちその領域がエピ
3つ
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崎町を 1-3 抗Ad4BPISF-lモノクロ一ナノレ抗体 (MAblBl)を用いたAd4BP/SF-lの
組織特異的発現解析
(A)各組織抽出液のSDS電気泳動パターンo タンパク質はクマシー染色によって可視化し
た。組織抽出液はマウス成体から得た。(B)抗Ad4BP/SF-lモノクローナル抗体MAblBlを
用いたウエスタンプロッティング。分子量マーカー(kDa)を図の左側に示した。 0え嘆球 ;
Cc，大脳皮質 ;Ce，小脳;Sp，脊範 ;He，心臓 ;Lu，肺;S1，胃;Sp，牌臓;Li，肝臓;Ag，副腎;Ki， 
腎臓;仇，卵巣 ;Mu，筋肉
1・3-4 E12.5マウス胎仔生殖腺を用いた免疫組織染色
作製した抗 Ad4BP/SF-Iモノクローナル抗体のさらなる性状解析のため、 E12.5マウ
ス胎仔生殖腺切片を用いた免疫組織染色を試みた。切片に一次抗体として抗
Ad4BP/SF-lモノクローナル抗体 (MAbIBl)と抗Ad4BP/SF-lラビットポリクローナル
抗体を反応させた。蛍光色素を結合させた二次抗体を用いて可視化したところ、 MAb
lBlはラピットポリクローナル抗体(6，27)と同様に、生殖腺内のセルトリ細胞とライディ
ッヒ細胞の細胞桜を認自民したσi思Jre1-4)。免疫組織染色は通常難しいと考えられており、
市販の抗体でも免疫組織染色に適した抗体は多くないが、 MAblBlは組織切片におい
ても内在住Ad4BP/SF-lを検出できることがわかった。
， 
Ad4BP/SF-lの組織特異的な発現解析
次に作製した抗Ad4BP/SF-lモノクロ一ナノレ抗体を用いて、Ad4BP/SF-lタンパク質が
どの組織で発現しているか調べた。組織抽出液はマウス成体嘆球、大脳皮質、 小脳、
脊髄、心臓、肺、胃、勝臓、肝臓、副腎、腎臓、卵巣、筋肉から調製した。 Figure1・3
に示すように、抗Ad4BP/SF-lモノクローナル抗体は、高IJ腎と卵巣抽出液において内在
性 Ad4BP/SF・1を示す53kDaのタンパク質を検出した。さらに、 牌臓にも非常に微弱で
はあるが、バンドが見られた。 これはこれまでに報告されている Ad4BP/SF-lのmRNA
発現パターンと一致する結果であったぺ
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Figure 1-4抗 Ad4BP/SF-lモノクローナノレ抗体 (MAblBl)を用いたE12.5マウス胎仔
生殖腺切片の免疫組織染色
切片に一次抗体として抗Ad4BP/SF-1モノクローナル抗体 (MAb1B1)と抗Ad4BP/SF・1
ラビットポリクローナル抗体侭abbitpAb)を反応させ、ヘキスト染色例Sηを行った。 MAb
1B1とrabbitpAbは、 Alexa546標識抗ラット IgG抗体とAlexa488標識抗ラビット IgG抗体
でそれぞれ可視化した。生殖腺および中腎を点線で囲った。 Gd，生殖腺;地，中腎
脳下垂体における Ad4BP/SF-lの発現
Ad4BP/SF・1は中枢神経系において視床下部腹内側(VMl士山ven廿omedialnucleus of 
the hypothalamus)、脳下垂体性腺刺激ホノレモン分泌細胞に発現することが報告されている。
また、 Figure1・3の各組織抽出液を用いたウエスタンプロッティングにおいて、
Ad4BP/SF・1が中枢神経系の中で、喚球、大脳皮質、小脳、脊髄には発現していないこ
とを示したが、視床下部や下垂体組織抽出液を用いた解析は行わなかった。そこでマウ
ス成体脳下垂体の切片を用いて、抗Ad4BP/SF-lモノクロ一ナノレ抗体MAblBlが中枢神経
系の内在性 Ad4BP/SF・1を認識できるかを免疫組織染色により検討した。このマウスは
Ad4BP/SF-1プロモーターの下流に EGFPが発現する系を組み込んだトランスジェニックマ
ウスである。MAb181の特異性を確認するために、免疫染色でコントローノレとして抗EGFP
抗体とのシグナル比較を行った。その結果、 MAb1B1は、抗EGFP抗体のシグナノレ陽性細
胞すなわちAd4BP/SF-1が発現している脳下垂体性腺刺激ホノレモン分泌細胞のみを認識して
いることが示された (Figure1-5 E、F)oFigure 1-5A--Oのように、切片を二次抗体のみま
たは二次抗体の組み合わせを変えた時ではシグナルは観察されなかったo
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Figure 1-5 マウス成体脳下垂体の免疫組織染色
マウス成体脳下垂体切片に(A)Alexa488標識抗ラビソトIgG抗体(二次抗体のみ)、(B)Cy3 
標識抗ラソト IgG抗体(二次抗体のみ)、 (C)一次抗体として抗 Ad4BP/SF・1モノクローナ
ノレラ ット抗体MAb181で反応、後、二次抗体としてAlexa488標識抗ラビットIgG抗体、ρ)一
次抗体として抗EGFPラビット抗体で反応後、二次抗体として Cy3標識抗ラット IgG抗体、
(Eγ一次抗体として抗 EGFラビット抗体で反応後、 二次抗体として Alexa488標識抗ラヒ、ツ
トIgG抗体、 σ)一次抗体として抗Ad4BP/SF-lモノクローナルラット抗体MAblBl、二次
抗体として Cy3標識抗ラソト IgG抗体、をそれぞれ反応させ、蛍光顕微鏡観察した。スケ
ールパーは2∞凶10
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1・4 考察
生殖腺運命決定因子Ad4BP/SF・1に特異的に結合するモノクローナル抗体を複数樹立
し、その性状解析を行ったo 樹立した抗体はELISA、ウエスタンプロッティング、免疫
細胞染色、免疫組織染色など様々な実験に用いることができる優れた特性を持つことを
示した。これらの抗体はラットモノクローナル抗体であるため、マウスやラビット由来
抗体と二重、三重染色ができる。発生過程を通して他の分子と Ad4BP/SF-lとの時空間
的な発現パターンの解析が可能である。また免疫染色に適した抗体のほとんどは免疫沈
降や C日(クロマチン免疫沈降)アッセイに使用可能であるため、今回樹立した抗体
もこれらの解析に利用できる可能性が高い。 ChIPアッセイとは、転写制御研究におけ
る非常に強力な実験手法である。本抗体を用いることで、 Ad4BP/SF・1が生殖腺形成過
程においてどのようなタイミングで、どの遺伝子にターゲットし、その発現を制御する
かといったメカニズムの解明が期待で、きる。
Ad4BP{SF・1はリン酸化、アセチル化やSUMO化などの修飾を受けることが報告され
ている。しかし、これらの修飾がAd4BP/SF・1の転写活性をどのように制御しているか
はわかっていない。エピトープマッピングにより、今回樹立した抗体が SUMO化サイ
トを含むヒンジ領域の一部を認識していることを明らかにした。これらの抗体をマイク
ロインジェクション法で細胞へ注入し、細胞内で Ad4BP/SF-lの修飾阻害が起きれば、
修飾に依存した Ad4BP/SF-l転写活性を解析する上で重要なツーノレとなる(均。
このように新しく樹立した抗体はAd4BP/SF-lを発現する組織の発生や機能の分子メ
カニズム研究の進展に大きく貢献するであろう。
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第2章
モノクロ一ナノレ抗体ショットガンアプローチ
を用いたマウス生殖細胞を認識する抗体の
作製と性状解析
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2・1 緒言
生殖は、高等動物の最も室要なイベントであり、その主役である生殖細胞機能の解明
は生物を理解する上で非常に重要である。マウスにおいて、生殖細胞の元となる始原生
殖細胞σGCs:primordial germ cels)は、胎生6.25日目(E6.25)頃に遠位の怪盤業上層、つ
まり生殖腺とは別の場所において初めて確認される(1・5)。その一方で、将来生殖腺を形成
する生殖隆起は E9.5頃、腹腔に面した一層の体腔上皮細胞が増殖の後に生殖隆起内部
に陥入することにより発生し、EI0.5に形態的に観察される。E9.5から El1.5にかけて、
始原生殖細胞は腸間膜を通り、発生過程の生殖隆起に到達する(ω>(序章 Figure6)。 次
に、生殖腺では雌雄聞で構造的および機能的な性差が表れる。ほとんどの晴乳類におい
て生殖線の性は Sryによって決定される0・11)(序章 Figure4)。雄ではSryが発現すること
で精巣化が開始され、精巣内の体細胞がセノレトリ細胞やライデイツヒ細胞に分化する。
セルトリ細胞は精巣索という構造を形成しこの中に始原生殖細胞を分極・集合させ、ラ
イディッヒ細胞は精巣索の周りに局在する(序章 Figure5)。胎仔期の卵巣ではこのよう
な体細胞の分化は証明されていないが、出生後に滅胞細胞、卵胞膜細胞、黄体ホルモン
産生細胞や間質細胞刺激ホルモン産生細胞の存在が確認される(12，13)。生殖細胞の性は生
殖腺の体細胞の性分化に従い決定される(14)。胎仔期の卵巣の生殖細胞はE13.5に減数分
裂を開始し、 一方で胎生期の精巣では出生まで有糸分裂が停止されている(15)。生殖細胞
は初期発生から性差で異なる分化が起こる。この生殖細胞の成熟と性分化のメカニズム
は、生殖細胞と体細胞の相互作用が重要な役割を果たすと考えられているが、そのメカ
ニズムはほとんどわかっていない。それを解明する鍵となるのは、多分化能など生殖細
胞特有の機能維持に働く分子を同定することである。
モノクローナル抗体はリンパ球とミエローマ細胞間の細胞融合により樹立され、生化
学 ・分子生物学的実験手法に欠かせない有用なツーノレで、ある(16)。これまで多くの生物学
者が“モノクローナル抗体ショットガンアプローチ"と呼ばれる、組織抽出液などの無作
為な抗原に対するモノクローナル抗体作製法を用いて、新規分子の同定に成功している。
この方法では、事前に抗原に関する分子情報がなくとも抗体を樹立することができる。
例えば、本アプローチ法でカドヘリンやイムノグ、ロプリンスーパーファミリーなどの重
要な因子が同定された(17，18)。
生殖細胞特有の機能維持に働く分子は、生殖細胞特異的に発現しているはずである。
その分子が同定できれば、多分化能など生殖細胞機能の解明に貢献できる。そこで本章
では、生殖細胞に発現する分子を探索するため、マウス生殖腺組織を抗原として、モノ
クロ一ナノレ抗体ショットガンアプローチを行った。そして、マウス始原生殖細胞を認識
する複数のモノクローナル抗体を樹立することに成功した。さらにこの中の 1つが、始
原生殖細胞のみならず、神経幹細胞を認識することを明らかにした。この抗体は分化能
を持つ細胞事すなわち幹細胞で機能する分子を認織すると考えられた。
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2・2 材料と方法
生殖腺銃原の鰐製
、
‘ゐ
t 
4銀EのE12.5マウス胎仔から生殖腺を取り出し、 200μlのPBSを用いて懸濁した。
ラットへの免疫とモノクローナル抗体の作製
ラットモノクローナル抗体は重弁医学研究所の佐渡らにより 開発されたラット腸骨
リンパ節法問を一部改良した方法で作製した。メス 10週齢ラット WKYIIzm(SLC)を用
い、650陀 の生殖腺組織懸濁液およびFreund'sコンプリートアジュバンドを含んだエマ
ルジョン溶液4∞凶 を雨後足肉球に皮内注射した。 2週間後、 免疫したラットの腸骨 リ
ンパ節からのリンパ球をマウスミエローマ細胞由来 SP2細胞と 5:1の比率で PEG4000
を用い、細胞融合を行った。このようにして得られた融合細胞 (ハイブリドーマ)を
HAT選択培地[Hybridoma-SFM(1nvitrogen)， 5% FBS， 5% BM-condimed Hl (Roche)， 100 
μM bypoxanthine， 0.4μM aminopterin， 16μM出ymidine]で96穴プレートに矯種した。細胞
高度合から 10日後、各ハイブリドーマの培養上清で、E12.5マウス胎イ子生殖腺切片を用い
た免疫組織染色を行い、抗体の評価を行った。
免疫組織染色
E12.5マウス胎仔から取り出した生殖線を4%PFAを含んだPBS中で4t15分間固定
した。固定後、標本を4t、2()C}も郎防eを含んだPBSで置換し、OCT∞mpoundで包埋、
凍結切片を作製した。樹立した生殖腺に対するモノクローナル抗体を免疫組織染色によ
ってスクリーニングを行った。 PBSTx(0.1 % Triton X・100含有PBS)で洗浄後、切片を2%
スキムミルク含有PBSTxで室温1時間浸演しブロッキングした後、一次抗体を4tで一
晩反応させた。PBSTxで洗浄後、二次抗体として Alexa488標識抗ラット IgG抗体
{愉批蜘Probes，5ω 倍希釈)を室温2時間反応させた。標本は IX-71fluoresωnt 
m防隅ope(Q砂町ω〉を用いて観察した。
マウス生殖腺大脳皮質と脊髄は、MAb5B5と抗Pan圃cadラビットポリクローナル抗体
を用いて二重染色を行った。マウス胎仔脳および脊髄を4%PFAを含んだPBS中で4t
固定し、 25%剥町蹴を含んだP8Sで置換し、 OCTcompoundで包埋した。凍結切片を
作製し、プロッキング溶液(50/0d。出ey鈎rum、0.10/0Tri伽 1・XlOO含有PBS)で処理し、一
次抗体を室温で一晩、反応させた。一次抗体反応後、二次抗体として Alexa488練織抗
ラット19O抗体と A協必46標織抗ラピット IgG抗体室温で2時間反応させPBSTxで3
局混浄した。また、核DNAを可視化するために、 DAPI染色を行った。標本は∞ぱ∞ω
m時目白py紙>lympusFVl倒防流用いて観察した。抗Panωd恥巾ラピットポリクローナ
ル貌錦町鱗gma川神経上皮織胞の側勝および基底部 (b闘争胤側面)細胞膜を観察するた
めに用いた@
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アルカリフォスファターゼ活性染色
アルカリ フオスファターゼ陽性細胞を可視化するため、組織切片に基質となる NBT
[IOmMMgCh、28mMNaCl，、0.4mM nitro blue te甘azolium含有50mM sodium bicarbonate 
buffer (pH 9.8)]とBCIP[O.38mM 5ゐromo-4-chloro-3 -indoylphosphate含有50mM sodium 
bicarbonate buffer (pH 9.8)]を添加し、 5分間静置した(14)。
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2ふ 1 生殖腺を抗原としたラットモノクローナル抗体の作製
マウス胎仔生殖腺に対するモノクロ一ナノレ抗体はラット腸骨リンパ節法を用いて作
製した。生殖腺組織を E12.5マウス胎仔から取り出し、その懸濁液を抗原としてラット
の両後足肉球に一回免疫した。 2週間後、ラットより肥大したリンパ節を取り出し、リ
ンパ球を回収した。リンパ球とマウスミエローマ SP2細胞を融合させ、約4000クロー
ンの融合細胞(ハイブリドーマ)を得た。これらハイブリドーマの培養上滑について、
E12.5マウス胎仔生殖腺切片を用いた免疫組織染色により、スクリーニングを行った。
この中で、 5クローンが生殖細胞と恩われる細胞群を認識したが、それぞれに染色パタ
ーンが異なることが明らかとなった(Figure2・1)。
その中で、 MAb5B5と名付けたクローンは免疫組織染色で最も強いシグナルが観察
された(Figure2・2)。よって、この後の解析にはMAb5B5を用いた。抗体のクラス決定
をラット isotypingkitを用いて行ったところ、 MAb5B5はIゆ，f(K)であった。
結果2・3
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Figore2-1生殖腺を抗原として作製した抗体を用いたマウス胎仔生殖腺免疫組織染色
E12.5マウス胎仔生殖腺のクロス切片をラットモノクローナル抗体(A)MAb2A3， (B)MAb 
2Hl， (C)島fAb5B5， (0)恥fAb5011， (E)MAb 6E12で染色した。各モノクロ一ナノレ抗体は
Alexa488標識抗ラット IgO抗体で可視化した。生殖線と中腎を点線で囲ったo スケールパ
ーは200μmoGd，生殖腺;Ms，中腎
.34・
. 、
???
??
Fignre 2・2 MAb5B5を用いた E12.5マウス胎仔生殖腺切片の免疫組織染色
(A) DAPI (核 DNA染色)0 (B)MAb 5B5を用いた免疫組織染色。二次抗体として Alexa488
標識抗ラ ットIgG抗体を用い、MAb5B5が認識する細胞を可視化した。
???
? ョ ? ? ?
2-3-2 MAb5B5は生殖細胞を認識する
始原生殖細胞は強いアルカリフオスファターゼ活性を有することが知られている。
MAb5B5が認識する細胞群が始原生殖細胞であることを確認するため、 EIO.5マウス胎
仔生殖隆起切片について、 MAb5B5を用いた免疫染色をすると同時にアルカリフオスフ
ァターゼ活性染色を試みた。
Figure 2・3に示したように、 MAb5B5の染色シグナルはアルカリフオスファターゼ活
性染色のシグナルと一致した。よって MAb5B5が生殖腺で認識する細胞群が始原生殖
細胞であることが確認できた。
‘ 
• 
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Figure 1・3 MAb5BSの始原生殖細胞の
生殖隆起を含むEIO.5マウス胎仔クロス切片を用い、 MAb5B5の免疫染色(A)と始原生殖
細胞のマーカーであるアルカリフォスファターゼ活性染色(B)を行った。MAb5B5は
ラット IgG抗体で可視化した。Gm，腸間膜;Or，生殖隆起
• 
、
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2・3-3 中枢神経系における MAb5B5抗原の発現
款に、 MAb5B5を用いた免疫組織染色によってE12.5マウス胎仔の様々な組織でMAb
匁5がどのような細胞を認識するかを解析したところ、神経管や一部の上皮で陽性細胞が
存在した(也鈎notshown)。そこでマウス胎仔神経系組織での免疫染色の詳細な解析を行
った。大脳皮質切片をMAb5B5とPan-cadに対するラビットポリクローナル抗体で二
重染色した。抗Pan-ωd抗体は神経上皮細胞の側部および基底部 (baso・lateral面)を可
視化するために用いた。 Figure2-4に示すように、 MAb5B5は大脳皮質脳室帯のapical
側を非常に強く染色した。大脳皮質の神経幹細胞はこの部分に豊富に存在しているこ
とがよく知られている。よって、 MAb5B5は神経幹細胞に発現する分子を認識すると
推測された。さらに、中枢神経系の別の組織、脊髄でも神経腔の頂端部(apical面)が同
様に染色されたσigm2・5)。また、大脳皮質および脊髄を用いた組織染色パターンよ
り、 MAb5B5抗原は細胞膜に局在していると考えられた。
拘置re~4 E14.5マウス大脳皮質における MAb5B5抗原の発現と局在
大脳皮質板を含んだ E14.5マウス大脳皮質冠状切片を MAb5B5 (A)と Pancadherin 
{pan喝のに対する抗体(B)で免疫染色を行った。(C)はAとBの図を重ね合わせたものである。
P釦~は神経上皮細胞の baω-lateral 面の細胞膜を標識するために用いた。 MAb 5B5と抗
Pan-cad抗体はそれぞれAlexa488標識抗ラットIgG抗体と Alexa546標識抗ラビットIgG抗
体で可貌化した。CP，皮質板;VZ，脳室帯;LV，側脳室
.86・
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1:9.5マウス脊憶における MAbSB5抗原の発現と局在
E9.5脊値切片をMAb5BS (赤)を用い免疫染色し、 DAPI(青)により細胞核を染色し
たo MAb SB5を可視化する二次抗体として、 AJexa546標識抗ラット IgG抗体を用いた。 B
はAの白線で図った部分を鉱大したものである。
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2-3-4 免疫組織染色による MAb5B5抗原と CD133との比較
中枢神経系組織における MAb5B5の免疫組織染色ノミターンσigure2-4， Fi伊re2・5)は、
神経緯細胞マーカーCD133のそれと酷似していた。MAb5B5による染色像はCDl33に
特徴的な脳護側細胞膜局在そのものであり、 MAb5B5はCD133を認識しているのでは
ないか~考えられた。 そこで神経系以外の組織において MAb585と抗CDl33抗体との
免疫組織染色像を詳綿に比較したところ、ほとんどの組織でその染色パターンは一致し
たが、生殖細胞ではMAb5B5が強く認織するのに対して、抗CD133抗体では全く染色
されなかった(日伊写2-6)。また、 CDl33を培養細胞に強制発現させ染色を行ったとこ
ろ、MAbSB5はCD133を認識しないことが確認された(伽句notshown)oつまり、MAb5B5
が1.隠する抗原は、組織幹細胞マーカーCD133と酷似した発現パターンを示すが、
CDl33 ~は異なる分子であることがわかった。
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Figure 2-6 E12.5マウス組織における MAb5B5抗原と CD133の比較
E12.5マウス組織切片をMAb5B5 (B， E， and E')、抗CD133抗体(C，F，釦dF')を用い免疫染
色し、 DAPI(A，0， and D')により細胞核を染色した。MAb5B5および抗CD133抗体を可視化
する二次抗体として、 Alexa488標識抗ラットIgG抗体を用いた。A-Cは生殖腺、 D--F'は神
経管。AとB、DとEはそれぞれ同ーの切片である。また Cの切片はBの、 Fの切片はE
の隣接切片である。D'，E'，F'はD，E，Fの白線で囲った部分をそれぞれ拡大したものである。
• 
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2・4 考察
マウス生殖腺組織を免疫し、スクリーニング方法として免疫組織染色を用いて、PGCs
を認識する抗体を樹立した。これらの抗体はラット抗体であるため、生殖腺内の他の発
現分子に対するマウスもしくはラビット抗体と二重・三重染色ができる。始原生殖細胞
は生殖腺から遠く離れた廃盤葉上層で発生し、生殖腺に移動した後、成熟する。しかし
このメカニズムについては、ほとんどわかっていない。本章で作製した始原生殖細胞を
認識する抗体は、始原生殖細胞の発生・移動および成熟の分子メカニズム解析の上で、有
用なツールとなるであろう。
作製した生殖細胞認識抗体のひとつMAb5B5は、生殖細胞のみならず大脳皮質の脳
室帯や脊髄に存在する神経幹細胞を認識した。MAb5B5が生殖細胞を認識することと
考え合わせると、 MAb5B5が認識する抗原は、分化能を持つ細胞、すなわち幹細胞に
発現する分子であることが示唆される。幹細胞の中で、怪性幹細胞(ES細胞)や人工多能
性幹細胞(iPS細胞〉は、様々な細胞に分化できる多分化能を有することから再生医療の
切り札として非常に注目されている。また、癌研究分野において、癌組織は従来考えら
れてきたような均質なものではなく、そのうちのごく一部の細胞が癌細胞を産み出す能
力を持つことが相次いで報告された。この細胞は組織幹細胞と似た性質を持つことから
癌幹絡胞と呼ばれ、現在活発に研究されている。今回作製したMAb5B5はこれら幹細
胞の研究に貢献できるかもしれない。次章においてMAb5B5の詳細な性状解析を行っ
た。
2-5 参考文献
(1) 倣細uraD， Hayashl K， Mat訊liY: Mouse epiblおお changeresponsiveness to BMP4 si.伊aI
req凶 ed伽 PGCfonnation thro略hfunctions of extraembryonic ectoderm. Mol Reprod Dev 2005; 
70; 20-29. 
(2) 0凶l.3taY， Payer B， O'Carroll D， Anωin K.， Ono Y， Sano M， Barton SC， Obukhanych工
NusおnzweigM， Tat紘hovskyA， Saiωu M， Surani MA: Blimpl is a critical determinant ofthe germ 
cellline喝~in mice. Nature 2∞5; 436: 207・213.
。) Vmu戚 SD，Dunn ~ Sc加nmぉR， Shapiro・ShalefM， Davis MM， Calame K.， Bikoff EK.， 
Rober陶8邸:The泊lC命取r紅anscriptionalr，叩resoTBlimpllPrdml is dispensable fOT early鉱is
伽mauonbut is f，何回red伽 spedticationof primordial germ cels in白emouse. Development 2005; 
132: 1315・1325.
(4) &胸u民8a.rtonSC， Sur加 iMA: A molecular progtamme for the specincation of gennωu 
h飽泊mO.Nature2ω2;418: 293..300. 
(5) Law誕地区A，Dmm NR，. RoeIen BA， Zeinstra LM， Da:吋sAM. Wright CV， Korving JP， Ho伊n
BL: Bmp4 is 'ecl凶ωfor伽 senerationof primordiaJ g討mcels in the mo凶 eembryo. Genes Dev 
、. . 
‘r ， 
.39・
、
. ‘ 
19妙;13: 424-436. 
(6) MeLaren A: Primordial germ ceUs泊白emo凶e.Dev Bio12003; 262: 1・15.
(η H毎恥vaP， Erb館dまS，Lane N， HaafT， EI・M舘汀i0， Reik W， Wal給rJ， Surani MA: Epigenetic 
reprogt祖臨凶ng泊mOl蹴戸加otd凶伊mω11s.Mech Dev 2002; 117: 15・23.
〈め，GmEEmtsM，Gucta〈鮒oM~ Wylie C， Heasman J; lnteraぽionsbetween primordial genn 
偲匙凶ayarole泊the廿mig説。nM mouse em伽yos.Development 1994; 120: 135・141.
。~ G曲bayJ， CoUignon J， K∞pman P， C叩elB， Economou A， Mun錦町bergA， Vivian N， 
G蹴蜘恥wP， Lovetl-Badge R: A伊 lem叩pingぬ白esex-deten凶ningregion of批 mo凶eY
du切断獄畑時 isa member of a novel family of embryo凶callyexpressed genes. Natu陀 1990;346: 
245-250. 
(18) )(0(平田租 P，Gubbay J， Vivian N， Gα雌ellowP， Lovell-Badge R: Ma1e development of 
也'OtIK脳mta!Jyfem剖emiωtraDsgenic for Sry. Na組問 1991;351: 117・121.。1) LovelトB時 eR， Ro加包onE: XY female mice resulting企orna heritable m糊 tionin the 
F担四y飽俗-detem証臨19gene.， Tdy. Development 1990; 109: 635-646. 
(12) Mω叫路樹氏 H∞daS， ln'Omo1a Y， Handa H， Omura T: A comm∞甘酒15叫白tgfi邸側}
Ad4-binding prote~ め tbe promo防 S of steroidoge凶cP-450s. J Biol Chem 1992; 267: 
17913-17919. 
(13) Ha置100， -n法ay磁na~ Imai T， Watem溜 1~ Takakusu A， Omura T， Mω'ohashi K: 
Sex"'oeodeot e有賀聡sionofa甘酒lSCriptionfactor， Ad4BP，問思datingsもeroidoger廿cP-450 genes in 
歯腸gonad臨dUriIJgprenatal and P'沼館舗alr誠 development.Development 1994; 120: 2787・2797.
(14) saf&脳mEE， Las主oP: G町mlinedevelopment in vertebrates and invertebra総s.CeU Mol Life 
sci 199少;55:1141・1163.
(15) McLafen A， soud蹴 0:Entry of mo凶eembryonic伊nncels inωmeiosis. Dev Biol 1997; 
117: 1σ7-113. 
(16) K-(地ler<l附随抱 C:C側副川O凶l¥1Scultures of fusedωI1s鈎cretingau討加dyof predefined 
m}也知.Nat鴎 1975;256:495-497.。η Kot巾 KJ，Gc栂也臨1CS: Transient exp問ssionof a sぽおωantigenon a sm凶 subsetof 
n..ー 伽旬開勧卯凶edevelopment. N副1fe1984; 311: 151・153.
(11) t旬儲K， 0Uda ~ Takeicbi M: A monω101凶 g附加の disruptingcalcium-dependent 
ω跡儲u.泊種卵d肱翻説側諸s:possible role of its飽rget側首geDin an加1mpattem伽mation.Proc 
必sciUSA 1985; 12: 2789-幻93.
(19) 区制帥 Y~ 民喝師事 M，Naiω1， S説。 Y:A nevel method of prゆ町句 rat咽 m∞lonal
byω愉grat躍碍dialiliac砂mphnode oeUs. Cel S1ruet Funct 1995; 
須~1S1-156. 
. . ・. 
'‘ 
，. 
1 .. 
e ・p
s 
• 
第3章
的モノクローナノレ抗体の
性状解析
. .・日・
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3・1 緒言
生殖細胞は将来、精子または卵子となる細胞であり、子孫を受け継ぐという点におい
て他の体細胞とは一線を画する。精子と卵子は接合して受精卵となり、 新たな個体が発
宅する。つまり、生殖細胞は身体を構成するすべての細胞になる能力があると言える。
このような能カを持つ細胞は多能性幹細胞、あるいは万能細胞と呼ばれる。ES細胞は
廃盤胞期の受精卵から樹立された多能性幹細胞(1))であり、生殖細胞が人工的に継代維
持するのが困難であることに比べ、分化能を保持したまま、比較的容易に培養できるこ
とから再生医療の切り札として研究されてきた。しかし、受精卵を破嬢して作製すると
いう倫理的問題などから、ES細胞の医療面での利用は大きな墜に阻まれていた。最近、
京都大学の山中らは、線維芽細胞にわずか数種類の因子を強制発現させるだけでES細
胞と同等の能カを持つ細胞を樹立することに成功し、iPS細胞(人工多能性幹細胞)と名
付けた(3}。iPS細胞の作製が可能になったことで多能性幹細胞を使った再生医療研究が
世界中で一気に加速することとなった。しかし、 ES細胞や iPS細胞がどのような機構
で多分化能を維持するのかなど、多能性幹細胞については不明な点が数多く残されてい
る。これらのメカニズムを理解することは、多能性幹細胞を再生医療に利用するために
は必要不可欠である。
一方、癌研究分野でもにわかに幹細胞が注目を集めている。これまで、癌組織は1つ
の変異細胞が異常増殖することで形成される、均一な性質を持つ細胞集団であると考え
られてきた。しかし、最近の研究から、癌組織の細胞集団には階層性があり、癌組織の
中のわずか数%の細胞が癌組織形成の供給源であるという報告が相次いでなされてい
る。この癌細胞の供給源となる細胞は、幹細胞の性質を持つことから、癌幹細胞と呼ば
れる例。癌幹細胞は糟殖速度が遅く、薬物排出能が高く、放射線に抵抗性を持つなど、
従来考えられてきた癌細胞のイメージとは大きく異なる性質を持つことが示唆されて
いる。そこで癌幹細胞をターゲットにする新しい治療法の開発が望まれている。そのた
めには、癌組織の中で癌幹細胞を特定することが必須である。しかし、癌幹細胞に特異
的に発現しその機能維持に働く分子についてはほとんど明らかになっていない。新しい
癌治療法に向けた癌幹細胞研究のためには、これらの分子の同定は非常に重要である。
このように、幹細胞研究は、再生医療研究のみならず、癌研究など他の研究分野へも
広がりを見せている。本論文の第2章において、生殖線を抗原として作製した抗体のひ
とつMAb5B5が、生殖細胞や神経幹細胞を認識することを示した。そこで本章では、
幹細胞研究にMAb5B5が有用なツールとなりうるか調べるため、多能性幹細胞や癌細
胞を用いて、 MAb585の性状解析を行った。その結果、 MAb5B5は様々な幹細胞の膜
表面を認搬することを明らかにし、幹細胞研究に大きく貢献できることを示した。
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3-2 材料と方法
細胞培養
マウス ES細胞 (EB3株)を 10%FBS， 10 mM MEN Non esseniIal amino acids (NEAA， 
GJBCO)， 100 mM Sodium Pyruva句 (Gmco)，Beta-mercaptoethanol (Gmco)およびLIF含
有DMEMを用い、ゼラチンコートした培養ディッシュに矯種し、 370C、5%C02イン
キュベーターで培養した。
MEF細胞は妊娠 13.5日目のマウス (C57IBL6)の胎仔より得た。胎仔を取り出し、
頭と内臓組織を取り捨てた。残った胴体部分を切り刻み、 0.1mM町psin/1 mM EDTA 
溶液に懸濁し、 37tで20分間インキュベートを行った。さらに0.1mM trypsin/ 1 mM 
EDTA溶液を加え、混合し、 370Cで20分間イ ンキュベートを行った。等量のFBS10% 
含有DMEMを加えよく懸濁した。室温で5分間の静置後、上清を新しいチューブに移
し、4t、200xgで5分間遠心し細胞を集めた。新しい培地で 1x106個となるように 10cm
ディッシュに播種し、 370C、5%C02インキュベーターで培養した。
マウスiPS細胞は以下の方法で樹立した。まず、 iPS細胞樹立に必要な4因子を強制発
現させるウイルスベクターを作製した。PLAT-Eパッケージング細胞に、 Fugene6 
仕ansfectionreagentを用いて、 pMXsプラス ミドDNA(Oct3/4、Sox2、K仰、およびかめば)
をトランスフェクションし、 370C、5%C02で一晩培養した。翌日、 Fugene6を含んだ培
地を吸引除去し、 10mlの新鮮な10%FBS培地に交換し、インキュベーターに戻して
培養液中にウイルスを産生させた。次に4因子をMEF細胞に強制発現させてiPS細胞の
作製を行った。各ウイルス液は最終的に等量ずつ混合し、これをMEF細胞の培地と置換
し、37t、5%C02で一晩培養した。24時間後、培養上清を吸引除去し、 10mlの新鮮
な10%FBS培地と交換した。さらに2 日後、培地を除去し、 10mlの新鮮な10%FBS培
地と交換した。細胞数を計測し、この細胞数を目安に10cmディッシュのSNLフィー
ダー細胞上に播種し、 370C、5%C02で一晩培養した翌日、培地を10mlのマウスES培
地に優換した。以後1日おきに培地を新鮮なものと交換した。
HARA細胞、HARA-B細胞、 LNCap細胞は 10%FBS含有RPt.但、 PC3細胞は 10%FBS 
含有F・12、hMSC細胞は 10%FBS含有MSCBMを用い、 37t、5% CO2インキュベー
ターで培養した。前述以外のすべての培養細胞では 10%FBS， NEAA含有DMEMを用
い、 37t、 5%C~イ ンキュベーターで培養した。
ヒト ES細胞から神経分化誘導
ヒト ES細胞から神経分化誘導系は SFEBq法的を用いて行ったσ泡ure3・1)。作製した
神経分化誘導細胞塊を固定後、凍結切片を作製し、免疫染色を行った。
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F砲1Ire3・1 SFEBq法の概略図
分散させた ES細胞を、細胞が底に接着しない培養底の培養デ、イツシュを用い、すばや
く再凝集させる繕養方法。この方法により、 ES細胞から極性を持った大脳皮質層構造の
自己組織化を誘導させることができる。
ウエスタンプロッティング
E16.5マウス胎仔から取り出した脳に RIPAbuffer[50 mM Tris-HCl(pH 8.0)， 150 mM 
NaCt，l血M EDTA(pH 8.0)， 1% TriωnX・100，0.1%SDS， 0.1% sodium deoxycholate]を加え、
脳抽出液を作製した。 8%SDS-PAGEゲルによって泳動分離を行い、PVDFメンブレン
書
• ;1 側ili卵胞)に転写した。メンブレンを 3%スキムミルク含有 TBS・Tで4
0C一晩ブロッキ
ング処理をした。 MAb5B5を添加し室温で 1時間反応させた。 洗浄後、 アルカリフオ
スファターゼ結合抗ラット I-gG抗体(Sigma)を二次抗体として 5000分の l希釈しメンブ
レンに添加し、室温 30分間反応させた。洗浄後、メンプレンをアルカリフォスファタ
ーゼの基質である NBTとBCIPを加え発色させた。
糖鎖切断
RlPA bufferを用い作製した E16.5マウス組織抽出液(100同)を Enzymaticprotein 
deg1戸osyl必onkit (SIGMA)のプロトコールに従い、糖鎖切断した。
MAbSB5の蛍光標識
AlexaFlu釘 488Pro白血LabelingK比(Invitrogen)のプロトコールに従い、培養上清より精
製したMAb585 (1 mg)に蛍光色素を標識した。
免疫細胞染色
来分化で矯養した ES細胞とLIF無しの培地で4日間分化誘導した ES細胞を、3.7%
ゐrmal必hyde含有PBSで室温 15分間処理して固定し、 3%スキムミルク含有PBSを用
い30分間プロッキングした。 MAbSBSを一次抗体と して 4CCで一晩、反応させた。二
次抗体としてA協a4SS様畿抗ラット IgG抗体:を 45分室温反応させ、 DAPlでDNA核
集色を行いマウシトした。抗てぬt-4抗体(BDBio羽組側)は、 3%スキムミノレク含有PBS
で 200傍希釈して使用した@二次抗体には刈腕~1機織抗マウス 19G抗体を 100 倍希
釈しτ廓いた. 
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作製したiPS細胞はフィーダー細胞 (MMC処理した MEF細胞)の上で数回継代した
後、染色を行った。一次抗体は上記の抗Oct-4抗体と抗nanog抗体{ReproCELL，rabbit 
伊恥陶叫，2ω倍希釈)およびMAb5B5を4CCで一晩反応させた。二次抗体はAlexa488
標織抗ラット IgG抗体、Alexa56J標織抗マウスIgG抗体、A胤 8568標識抗ラビット IgG
t車体を 1∞倍希釈で使用した。
その他の培養細胞の染色方法は以下の通りである。各細胞を蛍光染色用の培養プレー
トにそれぞれの培地を用い播種した。細胞を 3.7%fonnaldehyde含有PBSで室温 15分
間処理し、固定を行った後、抗原抗体反応促進のため0.5%Triton X・100含有PBSで5
分間、細胞を処理した。 この後、ブロッキング液(PBS中に50mM glycine， 1 % BSA， 2% 
削ma.Igoat serumを加えたもの)を添加し、室温30分間静置した。MAb5B5を反応させ
た後、 MAb5B5標本はIX・71fluorescent microscope (Olympus)を用いて観察した。
細胞膜に穴を開けることなく固定したい場合には、 4%PFAを用い、 TriωnX・100の処
理は行わなかった。
i 蛍光模自民.MAb5B5によるパルスチェイス染色法
• ， 
‘? 
培養中の細胞の培地に200.9傍希釈となるように、蛍光標識 MAb5B5を添加した。未
反応の抗体を除くため、新しい培地で洗浄した後、さらに培地を加え、 37tでインキュ
ベートした。時間ごとに細胞を回収し、4%PFAで固定した後、蛍光顕微鏡で観察した。
培養ディッシュを PBSで洗浄し、 TrypsinlEDTAを用い、細胞をはがした。遠心後、
上清を吸引し、 2似)0倍希釈した蛍光標識MAb5B5含有の培地を加えた。 37CC、5分間
インキュベートした。 PBSで未反応の抗体を洗浄し、 10/0BSA， PI含有HBSSを加え、
よく懸濁し氷上で静置した。FACSおよびセルソーティングはEPICS ALTRA (Beckm組
C側Iter)を用いた。
ハンギングドロップアッセイ
MAb5B5でソーティングし 1日間培養したMCF7細胞を、2Dμの培地中に細胞数が
1'"個となるように懸濁した。この細胞懸濁液を矯養ディッシュのふたに滴下し、ふた
を逆さに向けて垂下させ、 37tで培養したσi伊re3-2)。
T伊智{j宮地20，μ
ハンギングドロヲプアヲセイの領時閣
MM51O腸犠締飽および様性締胞に分取レたMC抑細胞を20凶の培地中に104個とな
るようにし、 イタシ畠のフタに滅下し、 5日間培養した.
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• • 
-• 
• 
• 
• 
r 
ヒト乳癌組織の免疫組織染色
ヒト乳癌組織ノミラフィン切片を 3μnにスライスし、DAKOcytomation Target Retrieval 
ぬlutionを用いてwaterbath法により抗原の賦活化を行った。10%BSAによるブロ ッキ
ングの後、MAb5B5と一晩反応させ、DAB法あるいは蛍光抗体法により検出した。
MAb5B5抗原認識部位の遺伝子同定
TRlzol試薬(Invi甘ogen)を用いて、MAb5B5産生ハイブリドーマから RNAの抽出を行
った。培地を除去した細胞に対して、 1mlのTRIzol試薬を加えてピペッティングを行
い、細胞を溶解した。室温で5分間静置した後、chloroformを200μ加えて強く携枠し、
2・3分間静置した。4t、12000xgで 15分間遠心した後、水層 (約 600凶)を新しいサ
ンプルチューブに移した。isopropanolを500μ加え、室温で 10分間静置した。4t、
120ωxgで 10分間遠心した後、上清を除き、70% ethanolを1ml加えた。更に40C、7500xg
で 5分間遠心した後、上清を除き、 10分間風乾した。20凶のRNase台関水を加えて擾
枠後、 55-60tで 10分間保温し、 RNAを溶解した。
次にF出t-s位andcDNA Syn也esisKit (GE Heal白care)を用いて cDNAの合成を行った。
20凶 のRNA溶液(0.25時/μ1)を65tで 10分間保温し、氷中にて急冷したoKit中のBulk
街'st・錨'3Ildreaction mixをピペッテイ ングした後、 11μl加えた。更にDTT溶液(200mM) 
を 1凶と下記のプライマー(5附/μ1)を 1凶加えてピペッティングを行い、 37tで 1時間
保温した。
Not I-d(T)t~ bifundional prim.er:ターAACTGGAAGAATICGCGGCCGCAGGAAT1S-3' 
上記で合成したcDNAを鋳型として以下の反応条件でPCRを行い、VH及びVL遺伝
子をそれぞれ増幅した。更に PCR産物を鋳型として同様の条件でPCRを行い、 制限酵
素認識部位を付加した。PCR断片を制限酵素XbaIとHindillで消化後、 pUC18に挿入
し、 pUC-5B5・H及び pUC-5B5・Lを得た。DNAシーケンサー(ABIPR1SM 310 Genetic 
Ana砂zer)を用いて塩基配列を決定した。
《反応溶液の組成》
cDNAあるいはPCR産物
pdmぽ (101附
lOXPCRbu偽 rll
2m.MdNTP秘話ure
25mMMgCl2 
AmpliTaq Gola DNApolymerase 
坐島Q
T侃a1
• 
• • 
1 }l  
各2叫
10 }u 
10 pl 
6pl 
0.5 }ll 
6急呈.l:!!
100 pl 
.46 . 
denaturation 
annealing 
extension 
《反応条件》
94t 
50・57t
72t 
1 miD 
1 min 
1 min 
35 cycle 
(H鎖増幅用 primer)
VHlback:タ・AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG-3' 
ratIgM-rev: 5'・CCCATGGCCACCAAATTCTC・3'
SXIトVHlback:5' -GATGAGCTCTAGAATTCAGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG-3' 
lIBS-ratI~ι隠れ
5'-(ごGTCATGTCGACGGATCCAAGCTTCCCATGGCCACCAAATTCTC-3'
(L鎖増幅用 primer)
Vk2back:デ-GACATTGAGCTCACCCAGTCTCCA-3' 
ratkC643・rev:デ-AGGATGATGTCTTATGAACAA-3' 
SXE帽Vk2back:タ-GATGAGCTCTAGAATTCGACATTGAGCTCACCCAGTCTCCA-3'
H8S聞ratkC643-隠れ
デーCGTCATGTCGACGGATCCAAGC1寸AGGATGATGTCTTATGAACAA-3' 
? 』? ?
『
?? ?
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MAb5B5抗体のキメラ化
各動物細胞用発現ベクターは、ニワトリ 由来日アクチンプロモーターを持つ発現ベク
ターpCAGGSをもとに構築したσiglre3・3)。まず、 pUC-5B5・H及びpUC-5B5・Lを鋳型
として以下の反応条件でPCRを行い、 VH及びVL遺伝子をそれぞれ増幅した。 H鎖に
ついては、 PCR増幅断片を制限酵素AjlllとNheIで消化した後、 CHl領域とヒト IgGl
のFc領域を含むベクターpCAGGS・CHI-Fcに挿入し、pCAGGS・5B5・VH-CHI-Fcを得た。
一方、 L鎖については、 PCR増幅断片を制限酵素EcoRVとBsiWIで消化した後、 CL
領滅を含むベクターpUC-CLに挿入し、 pUCづB5・VL-CLを得た。 更に、pUC・5B5・VしCL
を制限酵素 EcoRI と Not1で消化 した後、ベクターpCAGGSに挿入 し、
pCAGGS・5B5・VL-CLを得た。また、 作製した各ベクターに関して DNAシーケンサー
(ABI PRISM 310 Genetic Analyzer)を用いて配列の確認を行った。
((反応条件》《反応溶液の組成》
35 cycle 
1 mjn 
1 min 
1 min 
94t 
50・57t
72t 
denaturation 
annea1ing 
extension 
1111 
各2叫
10叫
10叫
6111 
0.5111 
6急呈単
100 pl 
-4/守・
cDNAあるし、はPCR産物
primer (10 1紛
10xPCR buffer 1 
2 mM dNTP Mixture 
25'mMMgCh 
AmpliTaq Gold DNA polymerase 
ddH20 
Total 
、
• -• "1 
• 
• 
• 
• 
(H鎖増幅用 prirner})
Ass SB5 VH:デ・NNNCITAAGGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGGAGT
CAGGGGGCGGCTI、AG・3'
Nhel 5B5 VH: 5'-NNNGCTAGCTGAGGAGACTGTGACCATGAC・3'
(L鎖増幅用 prirner)}
EcoRV 5B5 VL:タ NーNNGATATCGTGCTGACCCAGACTCCACCCAGTTτATCGGC-3'
BsiWI SB5 VL:デ-NNNCGTACGTITCAGTICCAGCTTGGTCCC-3' 
(A) 
AsH 
(8) 
A怖'eI Eco RI Eco RV Bsl WI 
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
'" ._. ，.，'1 4・|
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Figu陀 3・3 動物細胞用 IgG発現ベクターの概略図
仏)はH鎖、(B)はL鎖をそれぞれ示す。
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3-3 結果
3-3-1 MAb5B5はマウス ES細胞を認識する
2章において、生殖腺組織を抗原として作製したMAb5B5は、生殖細胞や神経系な
どの組織幹細胞を認識する抗体であることを示した。そこでMAb5B5が他の幹細胞も
認識するか調べるため、まず、多能性幹細胞であるマウス怪性幹細胞(ES: Embryonic stem 
ωss)を用いたMAb5B5の免疫染色を試みた。LIFを含んだ培地で培養したES細胞と、
培地から LIFを抜き4日間培養し分化誘導したES細胞を免疫染色に用いた。LIFはマ
ウス ES細胞の未分化状態を維持するサイトカインである。ES細胞の来分化状態は来分
化マーカーOct-4の発現で評価した。Figure3-4Aに示すように、 MAb5B5は未分化状態
のES細胞を強く認識した。またそのシグナノレは細胞間あるいは細胞表面に見られたこ
とから、 MAb5B5はES細胞の細胞膜に局在する分子を認識していると考えられた。一
方、分化誘導した ES細胞では、未分化マーカーOct-4の発現が低下した細胞、すなわ
ち分化が進行した細胞ほど、 MAb5B5のシグナルが減弱していることが観察された
σigure 3-4B)。以上より、 MAb5B5は、来分化度の高いES細胞を認識することが明ら
かとなった。
(A) 
(8) 
u マウスES細胞の免痩漁色
(A)来分化ES細胞。 L肢を含んだ培地で培養した。 (8)分化ES細胞。培地からLIFを抜
いて4日間培幾。 MAbSBSと多儲性幹細胞マーカーOct-4抗体を用い染色を行った。
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3-3-2 MAb5B5はヒト ES細胞から作製したヒト神経幹細胞を認識する
MAb 5B5はマウス生殖腺を抗原として作製した抗体であり、これまで抗体の性状解
析はすべてマウス組織およびマウス由来細胞を用いて行った。この抗体がヒト細胞の解
析にも利用可能であるか調べるため、ヒト神経幹細胞を用いた免疫染色を行った。ヒト
神経幹細胞はヒト ES細胞から分化誘導して作製した。ES細胞から神経分化誘導して形
成させた細胞塊の内部には、脳に似た構造を取る部分が生じ、多様な神経細胞とともに
神経幹細胞が存在していることが知られている。この細胞塊を固定後、包埋し、凍結切
片を作製した。この切片を免疫染色したところ、 Fi別re3・5aに示すように、 MAb5B5 
は内部の空洞に接する一層の細胞群のみを認識した。この細胞群の染色パターンは、
MAb5B5が示したマウス大脳皮質脳室帯における神経幹細胞の局在(第2章 Figure2・4)
に酷似していた。そこで神経幹細胞マーカーCD133の染色像と比較したところ、 MAb
5B5とCD133の局在は完全に一致したσigm3・5)。よって、 MAb5B5はヒト神経幹細
胞を認識することが明らかとなった。今回ES細胞から形成させた細胞塊には多数の神
経細胞が存在するが、それらは全く認識しなかったことからも、 MAb5B5が分化能の
高い幹細胞だけを認識することが強く示唆された。また、 MAb5B5はマウス細胞のみ
ならず、ヒト細胞の解析にも利用できることがわかった。
F抱ure3・5 ヒト ES細胞から神経細胞分化誘導して作製した細胞塊の免疫染色
ヒト ES細胞を神経分化させ、細胞塊より凍結切片を作製した。(a)MAb 5B50 (b)抗
CD133抗体。(c)ヘキストによる核開A染色。(の(a)-(c)の重ね合わせo(e)明視野観察像。
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3-3・3 MAb5B5はマウスiPS細胞を認識する
iPS細胞は人為的に樹立できる多能性幹細胞で、ES細胞と同等の性質を持つことから
大変注目を集め、世界中で活発に研究されている。次に、 MAb5B5が iPS細胞を認識
するか、免疫染色法で調べた。 iPS細胞はMEF(マウス胎仔線維芽細胞)に Oct3/4，Sox2， 
c-Myc， Klf4の4因子を強制発現させて樹立し、 MEFをフィーダー細胞として用いて継
代維持した。 iPS細胞が増殖するとコンパクトにまとまって ES細胞に似たコロニーを
形成するが、 MAb5B5はこのコロニーに存在する細胞だけを染色し、まわりのMEF細
胞は全く染色されなかったσigm34)。また、ピント面を変化させて観察すると、 MAb
5B5はiPS細胞の細胞膜表面をドット状に強く染色することがわかった。この染色パタ
ーンは ES細胞の MAb5B5染色像とよく似ていた。さらに、多能性幹細胞マーカーで
ある Nanoglσigm3.ηおよびOct-4σigm3・8)に対する抗体と二重染色を行ったところ、
MAb 5B5は確かにこれらマーカーが発現している細胞、つまりiPS細胞だけを認識す
ることが確認された。以上より、 MAb5B5は、 ES細胞と同様に人工多能性幹細胞であ
るiPS細胞も認識することが明らかとなった。
(a) (b) 
F砲闘3-6 MAb5B5を用いたマウスiPS細胞の免疫染色
MEF細胞よりiPS細胞を樹立し、免疫染色を行ったo (ω MAb 585による染色。(b)明
鏡野観察像。
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Figu関与7 MAb5B5および抗Naonog抗体を用いたマウス iPS細胞の二重免疫染色
MAb5B5と抗Naonog抗体を用いて免疫二重免疫染色を行った。また、 DAPIを用いて細
胞核を染色した。Phaseは明視野観察像。Nanogは多能性幹細胞マーカーであるo
re3-8 MAb釘路および抗Oct4抗体を用いたマウスiPS細胞の二重免疫染色
MAb 5BSと抗Oct4抗体を用いて免疫二重免疫染色を行った。また、 DAPIを用いて細胞
核を染色した。phaseは明視野観察像。仇t4は多能性幹細胞マーカーである。MAb5B5の
2つの捻色像は同じサンプルで焦点を変え撮影したものである。
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3・3-4 MAb5B5を用いた様々な株化培養細胞免疫染色
これまでの免疫染色の結果より、マウス組織に加え、 ES細胞や iPS細胞においても
MAb 5B5の染色シグナルが確認されたo 次に他の動物種や様々な組織由来の株化培養
細胞を用いた免疫染色を行った。 Table3・1に免疫細胞染色の結果をまとめた。o印は
MAb 585によって染色された細胞株である。MAb5B5によって染色される細胞株と染
色されない細胞株の間で、何らかの特徴や規則性は見いだせなかった。また、MAb5B5 
によって染色される細胞株の染色像を詳しく観察すると、その染色は均一ではなく、ほ
とんどの細胞株でMAb5B5染色シグナルの陽性細胞と陰性細胞が混在するという結果
が得られた。染色像の一部をFigure3・9に示した。HepG2細胞(めではすべての細胞が陽
性細胞であったが、 MCF7細胞(めでは約 50%が陽性であった。 陽性細胞でもシグナル
の強いものと弱いものが存在した。また各細胞の MAb5B5染色パターンは2種類に大
別され、_HepG2細胞、MCF7細胞のように主に細胞膜が染色されるものσigure3-9a， b) 
と、 HARA-B細胞、 MDA-MB231細胞のように細胞質の小器官膜が染色されるもの(Figure
3・9c，のがあった。後者の染色パターンを示す細胞は、概ね、原発癌組織由来ではなく転
移癌組織から樹立された癌細胞株であった。また、 同じ細胞株でも細胞パンクなどの由
来により、 MAb5B5陽性細胞と陰性細胞の比率が一定ではないことがわかった。この
ヘテロな染色パターンは、細胞周期に依存した細胞の状態の違いに起因する可能性があ
るため、次に細胞周期増殖マーカーである抗Ki・67抗体との二重染色を行ったσigum
3-10)。しかし、 Ki・67の染色シグナノレと MAb5B5のそれとは相関性がないことが示さ
れた。したがって、 MAb5B5のヘテロな染色パターンは細胞周期以外の要因によるこ
とがわかった。
Table3圃1 各培養細胞妹をMAb5B5で免疫染色した結果
来種 -組織 結果
ウス 下結合組織 芽細胞様 × 
ウス イ平 葬細腕 × 
ウス 腎皮質腫，ステロイド産生 × 
ラット 葬細胞 。
ラット 榊経系 |グリア腫，GFAP陽性 × 
ヌ 腎臓 正常腎臓に由来する細胞株 × 
ノレ 腎臓 」と皮性 。
(次ページに続く)
"88・
• 
、
• 
， 
‘ ・ 、
~ 
、
島
弓h
• 
‘ ' 
(前ページより)
来種 情器官 ・組織
ヒト 大腸(癌)
ヒト 経系
一ヒト 肺 (癌)
ヒト 腕 (癌)
ヒト |子宮頚部
T iヒト |腎臓
ヒト 断臓胆嚢
ヒト 榊経系
ヒト 臓，胆嚢
-32 iヒト 経系
ヒト 愉立腺癌
ヒト !噛乳器
ヒト !噛乳器
~\... ヒト 開業系
ヒト 前立腺
ヒト 経系
ヒト 補乳器
• 
結果
lよ反棟形麗 。
閉経芽腫細胞 。
平上皮癌、 PTHrP産生 。
平上皮癌、 P百IrP産生、 HARA細胞のl 。
ードマウス骨転移から樹立
i子宮頚部癌細胞 × 
初台児腎細胞由来、アデノウイルス 5型にl 。
よる形質転換株
細胞癌 。
膜修腫 。
干細胞癌、分化型 。
経芽腫細胞 。
上皮性 。
し癌 。
乳癌骨転移細胞 。
開業系幹細胞 。
癌 。
経芽腫細胞 。
潤性乳管癌より樹立 × 
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Figure 3・9 様々な妹化矯養細胞を用いた免疫染色
Table 3・1に示した MAb5B5陽性細胞株のうち、 4種類の細胞株の免疫染色像。(a)HepG2
細胞。(b)MCF7細胞。(c)HARA-B細胞。(d)MDA-MB231細胞。緑:MAb 5B5、背:ヘキス
トによる核 DNA染色。
Figure3・10 MAbSBSと細胞周期マ}カーとの染色像の比較
MCF細胞をMAb5BS(緑)、抗ねる7抗体〈赤)を用い免疫二重染色し、へキスト(青)で核DNA
を染色した。
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3・3δ MAb5B5は細胞膜表面に存在する分子を認識する
これまでの免疫染色結果から、陽性細胞の多くで MAb5B5は細胞膜に局在する分子
を認識することが示された。MAb5B5が認識する領域が、細胞膜の内側と外側のどち
らに存在するのかを調べるために、以下のように生細胞の免疫染色を行った。まず、
MAb 5B5を緑色蛍光色素で標識した。次に MCF7細胞の培地中に蛍光色素標識した
MAb 5B5を直接添加して、数分間インキュベートした。そして細胞を洗浄してフリー
のMAb5B5を除去後、固定して蛍光顕微鏡で観察したσigm3・l1A)。この問、細胞膜
の浸透性を高めるような処理を全く行っていないため、抗体分子が細胞膜を通過して細
胞内に入ることはない。もし、 MAb5B5が細胞表面に結合できるなら、 MCF7細胞は
MAb5B5で染色されるはずである。Figure3-11Bに示すように、 MAb5B5の生細胞免疫
染色で、 MCF7細胞の細胞膜が染色された。したがって、 MAb5B5は細胞膜表面に存在
する分子を認識することが判明した。
(A) 治時
蛍光色素材
一次抗体』
(MAb 585) 
(8) 明視野
①インキュベート
②Fix 
MAb 585 
F梅ue3-1 蛍光色素標臓MAb5B5を用いた生細胞の免疫狭色
(A務鵠跡。概略図。蛍光標識したMAbSB5をMCF7細胞の培地に添加し、数分後に細胞を
回定して蛍光蹟微鏡で観窮した。(8)勘fAbS8Sの免疫染色像。細胞膜が染色されているのが
わかるe
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3-3-6 MAb5B5抗原分子の動態解析
Figure3・1の結果から、 MAb5B5が細胞膜上の分子を認識することはわかったが、そ
の他にMAb5B5の抗原分子に関する情報は全くない。そこで抗原分子を推測できる手
がかりを得るために、パルスラベル・チェイス法σi思lre3・12AおよびB)を行った。 MCF7
細胞の培地に直接MAb5B5を添加 して生きた状態の細胞をMAb5B5でラベリングした
後、一定時間繕養してMAb5B5の動態を追跡した。 MAb5B5を添加して 5分間インキ
ュベートし、フリーの抗体を除去した時間を 0分とした。その後、 15分、30分、 2時
間培養してMAb5B5の局在を観察した。その結果、 Figure3・12Cに示すように、 15分
後には細胞膜だけでなく、細胞質内の小胞に局在していた。30分経っと核近くの細胞
内小器官に集積し始め、 2時間後には多くがーヶ所に集積した。おそらく細胞膜上の抗
原に結合したMAb5B5抗体分子が細胞内に取り込まれ、膜輸送を介して何らかの細胞
内小器官に運ばれたため、このような像が観察されたと考えられる。次にこの細胞内小
器官を同定するために、シスゴルジマーカーである GM130に対する抗体またはゴノレジ
マーカーである GRASP55に対する抗体と二重染色を行った。 Figure3・12Dに示したよ
うに、MAb5B5の局在は両ゴルジ体マーカーとは一致しなかったo また、核付近でゴ
ルジ体がリング状になった中の部分(Fi別re3・12D矢印で示す部分)はリサイクリングエ
ンドソームが存在することが知られている(6)。リサイクリングエンドソームとは、膜タ
ンパク質のリサイクルが行われる細胞内小器官である。MAb5B5がこの部分にも集積
していることから、細胞膜上で抗原分子と結合したMAb5B5は、その一部が細胞内で
膜タンパク質のリサイクリング過程に組み込まれたと考えられる。ただし現時点では、
リサイクリングエンドソームの機能もはっきりしておらず、このMAb5B5の細胞内挙
動が生理的にどのような意味を持つのか、また抗原分子の性質を反映したものかどうか
は判断ができない。
(A) 
(8) 
12 mm glass 
に繕養
ーー ーーーー・・ーーーー
一次抗体
(仙b5B52
守鞠ぬ イ
JWil(iえぽ
附凶~m
Omin 15 min 
1m加37-C
(次ページに続く)
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(C) 
(0) 
?
???
? ?
GM130 MAb 585 
Merge 
腕gure3~12 パルスラベル・チェイス法を用いたMAb5B5の生細胞内動態解析
(A)(B)本実験の概略図。MCF7細胞の培地中に蛍光標識した MAb5B5を添加し、 細胞に
結合させた後、 MAb5B5の動態を追跡した(パルスラベル・チェイス法)0(C)!¥仏 b5B5を細胞
に結合させてから一定時間後のMAb5B5の局在。(D)MAb5B5を細胞に結合させてから 2
時間後にゴルジ体マーカーである抗GM130抗体あるいは抗GRASP55抗体で免疫染色し、
MAb5B5の局在と比較した。緑:MAb 5B5、赤:GM130またはGRASP55
， ， 
GRASP55 
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①未処理
②酵素を入れずに370Cで一晩処理
③N型糖鎖修飾切断酵素を加え370C
MAb5B5抗原分子の探索
MAb5B5の抗原分子を探索するため、神経幹細胞が豊富に存在するマウス胎仔脳抽出液
を用いて、 MAb5B5によるウエスタンプロッティングを行った。その結果、約200kDa 
の位置にバンドが検出された(Figure3・13レー ン①)。これが抗原分子であると推測され
る。全体的にブロードなバンドパターンであること、そして免疫染色の結果から抗原分
子が膜タンパクであることを考え合わせると、抗原分子は糖鎖修飾を受けている可能性
が高い。次にこの糖鎖修飾を確認するため、 糖鎖切断処理によって、ウエスタンで検出
されるバンドがシフトするか調べた。マウス胎仔脳抽出液を酵素で処理して N 型糖鎖
を切断した後、ウエスタンプロッティングを行うと、 MAb5B5で検出されるバンドは
低分子量側にシフトしたσigm3・13レーン③)。よって、 MAb5B5が認識する抗原分子
は少なくとも N型糖鎖修飾を受けていることが明らかとなった。また、 N型糖鎖切断
処理をしても MAb5B5が検出するバンドのシグナルは落ちなかったことから、 MAb
585が認識するエピトープはN型糖鎖を含んでいないことが示唆された。
③ ② ① (kDa) 
3-3-7 
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で一晩処理
Figu時 3・13 マウス胎仔脳抽出液中の MAb5B5抗原の糖鎖切断酵素処理
マウス胎仔脳抽出液 (E16.5)ならびに、 N型酵素切断処理した脳抽出液を用い、 MAb585 
でウエスタンプロッティングを行った。分子量マーカー(kDa)を図の左側に示した。MAb
5B5によって検出されるバンドを黒矢印で、 N型糖鎖切断型のバンドを赤矢印で示した。
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3・3・8 F:ACSを用いたMAb5B5陽性細胞の解析
FACSとは、蛍光ラベルした細胞集団について、各細胞の蛍光を検出し、蛍光強度の
違いによって分取できる装置である。Figure3・11の結果から、蛍光色素標識した MAb
5B5を培養液に添加するだけで、細胞表面にMAb5B5が結合し、細胞を蛍光染色でき
ることがわかった。よって、蛍光標識MAb5B5を使うことでMAb5B5が認識する細胞
を蛍光ラベルし、細胞が生きた状態のまま FACS解析ができるはずである。そこでMAb
5B5によって染色される細胞のひとつ、ヒト乳癌由来MCF7細胞を用いて FACS解析を
試みた。蛍光色素標識したMAb5B5とMCF7細胞を数分間インキュベーションし、FACS
解析を行った。 Figure3・14に示すように、 MAb5B5によってラベルされた細胞群を示
す大きなピークが見られ、予想通り MAb5B5を用いたFACS解析が可能であることが
示された。FACSデータを詳しく解析したところ、 MAb5B5によってラベルされたMAb
5B5陽性細胞の割合は約50%であり、Figure3-9で得られた免疫染色の結果と一致した。
したがって FACSは MAb 5B5陽性細胞の解析を進める上で非常に強力な手法である
ことが示された。また、ゲート A，Bに含まれる細胞数はともに全体の約 10%であり、
ゲート Aに含まれる細胞をMAb5B5陽性細胞、 ゲート Bに含まれる細胞をMAb5B5 
陰性細胞として分取し後の実験に使用した。
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腕伊re3・14 MAb5B5陽性細胞のFACS解析
ヒト乳癌由来MCF7細胞を蛍光色素Alexa488標識MAb5B5でラベルし、 FACS解析を行
った。機軸は蛍光強度、縦軸は細胞数を示す。右のピークはMAb5B5陽性細胞、左のピー
クはMAb5BS陰性細胞。
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3・3θ MAb5B5陽性細胞の非対称分裂
先に示したように、蛍光色素標識MAb5B5を培地に添加すると、 MCF7細胞の細胞
膜表面にMAb5B5が結合する(Figure3・9)。この時、細胞膜が半円状に染色されている
細胞が観察された(Figure3・15)。このような染色像を示す細胞はすべて球状であり、同
時に染色したDNA(青)と微小管(赤)の局在から判断すると、これらの細胞は分裂期にあ
ることがわかった。しかし分裂期の細胞の中でMAb5B5によってこのような染色像を
示すものは 1-2%であり、細胞膜全体が均一に染色されるものや逆に全く染色されない
ものもあった。 Figure3・15に示す半円状の染色像は、ショワジョウバエの神経組織で報
告されている神経幹細胞の非対称分裂像に酷似していたσへ
Figareみ15 Mαマ細胞分裂時におけるMAb5B5の不均等分配
MCF7細胞の培地中にMAb5B5を添加し、 5分後に抗体を除去して細胞を固定した。そ
の後、抗チューブリン抗体を用いて免疫染色し、微小管を可視化した。緑 :MAb 5B5、赤 :
微小管、青:ヘキスト染色した核 DNAo各細胞は、左から M 期の中前期(prometaph俗的、
中期(metaphase)、終期(telophぉe)と思われる。
3ふ 10 MAb5B5を用いたヒト乳癌組織の染色
これまでの解析から、 MCF7細胞をはじめ複数のヒト乳癌株化細胞において、 MAb
5BS陽性細胞が存在することがわかった。そこで、実際の乳癌においても MAb5B5陽
性細胞が存在するかどうかを調べるため、ヒト乳癌組織を用いた免疫組織染色を行った。
その結果、 MAbSB5により乳癌組織内の一部の細胞が強く染色されたの伊re3・16矢頭
で示す部分)。図に示した細胞群はすべて癌組織領域であるにもかかわらず、 MAb5B5 
はその中の一部の細胞だけに発現していることが示された。正常な乳腺の組織は、一層
の細胞が腔をとりまくように乳管がつくられそのまわりを筋上皮が覆っている。乳癌に
なると、その一層の構造は嬢れ、乳管の中に細胞が存在するようになる。しかし、腔を
つくる佐賀は残っており細胞の宛のなかにも腺腔と呼ばれる空間が残る。 MAb5B5は
線管に面している細胞膜を非常に強く染色した(Fi仰向3・16矢印で示す部分)。さらに、
厳管の中も染めている場合もあり、 MAb555抗原は分泌タンパク質である可能性が示
唆されたe
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FigBreみ16 ヒト乳癌組織の免疫組織染色
乳癌患者から摘出した組織からパラフィン切片を作製し、 MAb585を用いて免疫染色を
行った。緑 :MAb 585、赤 :DAB法により可視化した核。
3ふ 11 MAb5B5陽性細胞の性状解析
株化癌細胞を用いた免疫染色(Figure3-9)や FACS解析(Figure3・14)で、各細胞株には、
MAb 5B5陽性細胞と陰性細胞が混在していることが示された。また、乳癌組織でもそ
の中の一部の細胞だけが MAb5B5陽性細胞であった(Figure3・16)。最近、癌組織は従来
考えられてきた均一な性質をもっ細胞集団ではなく、その中に癌細胞を産み出す能力を
持つ少数の細胞が存在することが報告された。この細胞を癌幹細胞と呼ぶ。免疫染色像
を見る限り、MAb5B5陽性細胞は癌細胞集団や癌組織中の一部の細胞であることから、
MAb 5B5陽性細胞は癌幹細胞であるかもしれない。癌幹細胞は、移植実験による腫蕩
形成能、高い薬剤排出能を持つことなどにより定義されているが、これまでその知見が
乏しく、詳しいことはほとんどわかっていない。最近、 Cicaleseらは自らが同定した癌
幹細胞を足場のない状態で培養すると、癌細胞とは異なる形状をとることを報告した向。
そこでMAb5B5陽性細胞がこのような癌幹細胞の性質を有するかを次のように調べた。
まず、FACSを用いて、MCF7細胞のMAb5B5陽性細胞と陰性細胞を分取した。そして、
各細胞群を培地に懸濁し、ハンギングドロ ップ法を用いて足場のない状態で培養した。
培養5日目にハンギングドロップ内の細胞の状態を観察したところ、 Figure3-17に示す
ように、 MAb5B5陽性細胞は密に凝集した細胞塊を形成していた。この細胞塊はピペ
ッティングをしてもその形状を保ち、細胞同士が強固に結合していることが示唆された。
一方、 MAb5B5陰性細胞は、あまり凝集しておらず、ピペッティングで容易に細胞が
分散した。このような足場のない状態で培養したMAb5B5陽性細胞の性質は、 Ciωlese
らが報告した癌幹細胞の性質と同じであった。よって、 MAb5BS陽性細胞は癌幹細胞
である可能性が示唆された。
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Figureみ17 ヒト乳癌細胞のハンギングドロップ培養アッセイ
FACSを用いて MCF7細胞を MAb5B5陽性細胞と陰性細胞にソーティングした。各細胞
群を 20μ1の培地中に細胞数が 104個となるよう懸濁し、培養デ、イツシュのふたに水滴とし
て垂下させ、 3TCで培養した。倍養から 5日目の細胞塊を観察した。
3-3-12 MAb5B5抗体遺伝子のクローニングおよびキメラ化抗体の作製
抗体は比較的大きなタンパク質分子であり 、細胞膜を通過することはできない。よっ
て、抗体を治療薬として用いるためには、細胞の外側に存在する分子をターゲットにす
るものでなければならない。 MAb5B5は細胞の表面抗原を認識するため、治療薬に適
した性質を持つ抗体である。これまでの解析から、 MAb5B5はヒトの癌幹細胞を認識
する可能性があり、癌治療薬として利用できるかもしれない。しかし、 MAb5B5はラ
ット抗体であるため、そのままでは抗体医薬品として使用できない。なぜなら、ヒト以
外の動物穫で作製した抗体をヒトに投与すると、抗体分子がヒトの免疫系に異物と見な
されてしまうためである。そのことを回避するため、抗原認識に必要な部分を残したま
ま、抗体分子の他の領域をヒト抗体に置き換える、抗体のキメラ化技術が開発された
併 12)。ほとんどヒト抗体由来配列を持つキメラ抗体が、ヒト免疫系で異物と見なされる
ことは稀である。これまで、 IgG型のマウス抗体をヒトキメラ化し、抗体医薬品として
開発された例は数多くあるが、 MAb5B5のようなIgM型のラット抗体のキメラ化の報
告はない。そこで、 MAb5B5抗体遺伝子をクローニングしてヒト抗体とのキメラ化を
試みた。まず、 MAb5B5の抗原認識に関わる部位すなわち超可変領域を含む VH遺伝
子およびVL遺伝子を配Rクローニングして配列を決定したσigm3・18)。次に DNA
組換え技術により MAbSB5抗体遺伝子の抗原認職領域とヒト tgG抗体遺伝子を結合さ
せた{詳しくは実験項参照)。キメラ化した抗体遺伝子を揮入した動物細胞発現用ベク
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ターを HEK細胞に導入し、キメラ抗体を強制発現させた。抗体遺伝子にはシグナル配
列が付いているので細胞内で発現した抗体分子は培養液中に分泌されるはずである。そ
こで、キメラ抗体を強制発現させたHEK細胞の培養液を電気泳動し、ヒト IgG抗体に
対する 2次抗体でウエスタンプロッティングしたところ、確かに、培養液中にヒト抗体
が分泌されていることが確認された(datanot shown)。抗体をキメラ化すると、まれに基
になった抗体の性質が失われてしまうことがある。そこで、作製したキメラ抗体がMAb
5B5の抗原認識能を保持しているかどうかを確認するために、 キメラ抗体を含む HEK
細胞の培養上清を用いて、 MCF7細胞の免疫染色を行った(Figure3・19)。その結果、キ
メラ抗体を用いた免疫染色で、 MAb5B5を用いた場合と同程度のシグ、ナノレ強度で同じ
染色ノ宅ターンを示したことから、ヒト IgG型にキメラ化した MAb5B5は、基となった
ラット IgM型のMAb5B5の抗原認識能を保持していることがわかった。
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(A) MAb 585 Light chain 
10 20 30 40 50ω 
GACATT6AGCTCAα湖町CT似∞CAGTTTATぬGCTACωπGGACAATTAGTCT∞
D I E L T Q S P P S l S A T I G Q L V S 
70 80ω1∞ 110 120 
ATCTCπω.OOTωGTCAGAGTCTCTTACATAGTAAT鎚AAACA∞TATTTAAATTGG
I S C R S S Q S l l H S N G制 T Y l N W 
130 1ω150 1ω170 180 
TTGCTACAGAG6∞AGG∞M∞T∞:ACAACTTCT AATTTA TTTGGTAT∞:ACACTG飢A
l l 0 R P G Q P P Q l l I Y L V S T l E 
190 2∞ 210 220 230 240 
TCT鮒 GT:∞MCAGGTTCAGT鎚ICAGTGGGTCAI脳 ACTGATTTCACACTG刷 ATC
S G Y P M R F S G S G S G T 0 F T l K I 
250 260 270 2ω 2ω 3∞ 
AGT鎚総TAGAG飢餓鎚ATTT鎚GAGTTTATTACTGCGTωMAGTA∞CATGCTCCG
S G V E A E D l G V Y Y C V Q S T H A P 
310 320 330 
MCAI卵 TTGGAI鉛T鎚GA似 AGCTGGAACT飢M
随 TF G A G TK l E l K 
blu8， prlmer s明uence
re4t CDR(Kぬa。
(次ページに続く)
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(8) MAb 585 Heavy chain 
10 20 30 40ωω 
A舗T6CAGCT側側GTCA鎚ωωGGCTTAGTGCAωT鎚飢餓T似 T飢AACTCT
V Q L Q E S G G G L V Q P G R S M K L S 
70 ω 90 1∞ 110 120 
∞TGTGCAG∞TCAGGATTCACTTTωGTMCTATωCATG似 T鮒 Tω∞A附 TC
C A A S G F T F G N Y G I A • V R Q A P 
130 140 150 160 170 180 
CAM飢A鎚GTCT鎚AGTGGGTωCATACATTACTTATGATGGTGGTAGCACTTACTATC
K K G L-E W V A Y I T Y D G G S T Y Y R 
1ω2∞ 210 220 230 240 
GAGACT∞GT側側∞GATTCACTATCT∞:AGAGAT M TGCMAAAGCAIωTATA∞ 
D S V K G R F T I S R D N A K S T l Y L 
250 260 270 280 2ω3∞ 
TGCMAT鎚ACAGTCTGAGGTCTGA鎚ACAα泊CCACTTATTACTGTTα以MT側諸AGG
Q I 0 S L R S E D T A T Y Y C S K • E V 
310 320 330 340 
m削 lACTI側諸飢CMI鎚AGTCATGGTCACAGTCTI∞TCA
D Y • G Q G V M V T V S S 
blue， prlmer aequence 
red， CDR (Kabat) 
F抱町港3-18 MAb 5B5抗原認識位部位の抗体遺伝子解析
(A)MAb 5B5抗体軽鎖(VL)の塩基およびアミノ酸配列。(B)MAb5B5抗体重鎖(VH)の猛
基およびアミノ酸配列。青字はクローニングに用いたプライマーに由来する配列、赤字は
抗原認織に関わる超過変領域を示す。
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Figure 3・19 免疫染色によるキメラ化MAbSBSとMAbSBSとの比較
キメラ化MAb5B5とMAb5B5 (ラットモノクロ一ナノレ抗体)を用いてMCF7細胞の免疫
二重染色を行った。赤 :キメラ化抗体を用いた染色像、緑:MAb 5B5を用いた染色像、青:
ヘキスト染色した核DNAo Merge:;赤、緑、青の重ね合わせ像。
3-4 考察
マウス生殖腺組織を抗原として作製したラットモノクローナル抗体MAb5B5の性状
解析を行った。 MAb5B5は生殖細胞や神経幹細胞だけでなく、 ES細胞やiPS細胞など
の多能性幹細胞も強く認識した(Figure3・4，Figure 3・6)。これらの幹細胞を分化誘導する
とMAb5B5で認識されなくなることから、 MAb5B5の抗原分子は未分化状態の幹細胞
に発現していると考えられた。iPS細胞は線維芽細胞などに特定の因子を強制発現させ
るだけで樹立可能な人工多能性幹細胞であり、再生医療での応用を目指して現在活発に
研究されている。しかし、その作製過程においてどのような性質を獲得した細胞を iPS
細胞とよぶのか、厳密には定義されていない。MAb5B5は来分化状態の iPS細胞を強
く認識することから、iPS細胞作製の際の指標と して利用できるかもしれない。MAb5B5
は細胞表面の抗原を認識するため、 FACSを用いてその陽性細胞だけを生きた状態のま
ま分取可能である。iPS細胞作製過程において、様々な細胞が混在する中から、 MAb5B5
陽性細胞すなわちiPS細胞だけを分離することも可能であろう。また、ヒト ES細胞か
ら神経分化誘導した細胞集団の中で、 MAb5B5は神経幹細胞だけを認識したσigm
3-5)。この場合は、FACSによって神経幹細胞だけを分離して患部に移植するといった、
神経系疾患の再生医療にも利用できるであろう。
最近、腫蕩を形成する癌細胞集団は階層性を持ち、その中の一部の細胞が癌細胞を産
み出す能カを持つことが報告された。組織性幹細胞と似た性質を持つことから、そのよ
うな細胞は癌幹細胞とよばれる。本研究において、 MAb5B5は乳癌組織内の一部の細
胞を特異的に染色することが明らかとなったが加伊.re3-16)、これは癌幹細胞が癌組織
においてわずか数パーセントしか存在しないことと一致する。また、ハンギングドロッ
プ訟によってMAb5B5陽性細胞が癌幹細胞様の性質を持つごとが示された@さらに移
縫縄鍛えEどで検箆する必要はあるが、もしMAbSB5陽性細胞が癌幹細胞であれば、癌
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幹細胞研究に大きく貢献すると考えられる。また、そればかりでなく 、MAb5B5は癌
幹細胞をターゲットにした癌治療薬として利用できるかもしれない。本研究で、 MAb
5B5のキメラ化にも成功した(Figure3-19)ことからも、その可能性が大きく膨らむ。
ヒト乳癌由来MCF7細胞を MAb5B5で染色した際、半円状に染色される球状の細胞
が存在することが観察されたσigure3-15)。この半円状の染色像は、ショウジョウパエ
の神経組織で報告されている神経幹細胞の非対称分裂像に酷似していた。非対称分裂と
は、幹細胞が分裂する際に、片方が分化細胞、もう片方が本来の性質を保った幹細胞に
分かれる分裂様式のことである。ショウジョウバエ神経幹細胞の非対称分裂では、細胞
が2つに分かれる前、つまり分裂途中でも様々な因子が不均等に分配され、それが分裂
後の2つの細胞の運命を決定することが報告されている(7，8)。しかし、ほ乳類では幹細
胞の分裂途中で不均等に分配される因子はほとんど報告されておらず、ショ ウジョウパ
エで見いだされたシステムがほ乳類でも保存されているかどうかは大きな謎のままで
ある(13州。Figure3・15に示す実験結果は、 MCF7細胞の分裂中にMAb5B5が認識する
分子が不均等に分布することをはっきりと示している。よって、この実験系は、これま
で解析が進んでいないほ乳類細胞の非対称分裂時における不均等分配システムを研究
するための格好のモデル系となるであろう。また、今回観察された半円状の MAb5B5 
染色像は、MAb5B5陽性細胞から陰性細胞が産み出される瞬間をとらえたものと言える。
MAb 585陽性細胞の性状解析から、 MAb5B5陽性細胞は癌幹細胞の性質を持つことが
示唆されたσigm3・17)。そのことから、この分裂像は癌幹細胞から癌細胞が産み出さ
れる様子を観察している可能性があり、癌幹細胞研究に重要な知見を与えることが期待
できる。
以上、本章では、 MAb5B5が様々な幹細胞研究に有用であることを示した。
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総括
本論文では、生殖線運命決定分子および生殖腺組織を抗原としてモノクロ一ナノレ抗体
を作製し、それら抗体の性状を解析した。さらに抗体が認識する抗原分子発現細胞の探
索と性状解析を行った。
第 l章
生殖腺運命決定因子Ad4BP/SF・1を特異的に認識するモノクロ一ナノレ抗体を複数樹立
し、その性状解析を行った。そして、これらの抗体はELISA、ウエスタンプロッティン
グ、免疫細胞染色、免疫組織染色などの様々な実験に使用できる優れた性質をもつこと
を示した。ウエスタンプロッティングでは、細胞や組織に発現する内在性のAd4BP/SF-l
を特異的に検出することができた。免疫染色でも細胞や組織の細胞核に局在する
Ad4BP/SF-lを染色することが可能で、あった。これらの抗体はラットモノクローナル抗
体であるため、マウスやラビット抗体と二重、三重染色ができる。したがって、発生過
程を通して他の分子と Ad4BP/SF-lとの時空間的な発現パターンの解析が可能である。
また、免疫染色に適した抗体のほとんどは免疫沈降や Ch1P(クロマチン免疫沈降)ア
ッセイに使用可能であるため、今回樹立した抗体もこれらの解析に利用できる可能性が
高い。ChIPアッセイは、 転写研究における非常に強力な実験手法である。本抗体を用
いることで、 Ad4BP/SF・1が生殖線形成過程においてどのようなタイミングで、どの遺
伝子にターゲットし、その発現を制御するのか、そのメカニズムの解明が期待できる。
本章で樹立した生殖腺運命決定因子Ad4BP/SF・1に対するモノクロ一ナノレ抗体は、生殖
腺が担う生殖細胞の成熟メカニズムや来分化維持機能の研究に大きく貢献するであろ
う。また、その解析から得られた知見は、生殖関連疾患の治療法の開発にも有用であろ
っ。
第2章
生殖腺組織抽出液を抗原として、 “モノクロ一ナノレ抗体ショットガンアプローチ"を
行い、始原生殖細胞に対するモノクロ}ナル抗体を複数作製した。始原生殖細胞は生殖
腺から遠く離れた怪盤葉上層で発生し、生殖腺に移動した後、成熟する。しかしこのメ
カニズムについては、ほとんどわかっていない。本章で作製した始原生殖細胞を認識す
る抗体は、始原生殖細胞の発生・移動および成熟の分子メカニズム解析の上で有用なツ
ールとなるであろう。作製した抗体の中で生殖細胞を最も強く認識する MAb5B5は、
生殖細胞の他に、神経幹細胞を認、織した。その染色像は、神経幹細胞マーカーCD133
の発現パターンと酷似していたが、解析の結果、 MAb5B5が認識する抗原分子はCD133で
はないことがわかった。 MAb5B5が多分化能を持つ生殖細胞や神経幹細胞を認識するこ
とから、 MAb5B5が認識する抗原は、分化能を持つ細胞、すなわち幹細胞に発現する
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分子であることが推測された。次司Eにおいて、 MAb5B5の詳細な性状解析を行った。
第3j健
全，.鍋SRを抗原として作製したモノクローナル抗体のひとつMAb5B5は、生殖細
f •や神経静細胞を思疎することから、分化能を有する幹細胞に共通して発現する分子が
< 銑.であることが推測された。そこで、 MAb5B5が る幹細胞の探索や、 MAb5B5
.住銀胞の性状解析を行った。その結果、MAb5B5は多能性幹細胞である ES細胞やiPS
s・胞を箆織することがわかった。iPS細胞は人工多能性幹細胞として大変注目されてい
るが、作製の過程でどのような性質を持てばiPS細胞だといえるのか厳密には定義され
ていない。本抗体は来分化度の高いiPS細胞を強く認織するので、iPS細胞術立の指標
になりうると考えられる。
また、MAbSBSが線化癌細胞の一郎の細胞を認搬することがわかった。つまりこれ
まで均一な佐賀を持っと考えられてきた線化癌細胞を、 MAb585陽性細胞と陰性細胞
に分類できることを示したe またMAb5B5陽性細胞が分裂する際、そこからMAb5B5
み出される非対称分裂が起こっていることが観察された。ほ乳類細胞の分
裂過程でこのように特定の分子が非対称に分配される現象はほとんど報告されておら
ず、信研究への貢献はもとより、発生生物学の分野で重要な非対称分裂の解析モデルと
なると考えられる。
MAbS8Sは篇養癌錫胞のみならず、ヒト乳癌組織においても一部の細胞を認識した。
また、ハンギングドロップ矯養法ではMAbSB5陽性細胞群と陰性細胞群で性質が大き
く異なり、MAbSBS陽性錫胞群は信勝細胞織の性質を持つことを示した。以上より、
MAb SBSが包織する抗原は、癌幹細胞の新たなマーカーである可能性が高く、癒幹細
砲を中心とする癒組織形成メカニズムを解明するための軍要な分子であると考えられ
るe また、癌勝細胞研究はマーカーの探索だけではなく、街幹細胞の形質維持メカニズ
ム、信勝細胞から癌細胞への分化メカニズムの解明が重要であるが、 MAb5B5を用い
を単臆することで、より鮮締な解折が可能となる。さらに、 MAb5BS抗体
遺伝子のクローエングやヒト抗体とのキメラ化を行い、医療にも応用できる可能性を示
した，
以上，今回作製したそノクローナル抗体蘇は、生殖細胞や多箆健幹細胞など分化能の
高い錫a"すなわち俳繍鎗の研究を進める上で強カなツールとなることを示した。
文の窃究慮集は，袴生医療、錨守暢脂性疾患の治療法の開発に大いに貧献するであろう。
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